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INTRODUCCIÓN 
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1. Mecanismos de intercambio genético: Transferencia Horizontal genética 
(THG). 
El gran potencial de las bacterias para el intercambio de la información genética a través de la 
transferencia horizontal genética (THG), ha sido reconocido como un factor importante en su 
adaptación genética y evolución (1). Hacia el año 1970 se determinó que la adquisición de 
diferentes genes, que suministran a la bacteria mecanismos para una mejor adaptación a diversos 
ambientes, está mediada por diferentes elementos móviles como ser plásmidos, transposones, 
secuencias de inserción, integrones y cassettes génicos, capaces de transferir su material de un 
organismo a otro mediante THG (2).  
La THG, es la responsable de la movilización de elementos genéticos y ADN bacteriano entre 
bacterias y posee un profundo impacto en la evolución bacteriana. La eficiencia con la cual las 
bacterias incorporan información genética refleja su capacidad para adaptarse a los cambios 
ambientales. Varios mecanismos están involucrados en el intercambio de material genético, pero el 
material genético transferido, puede o no ser incorporado al nuevo genoma (3). Hoy en día es bien 
reconocida la importancia de los mecanismos de THG, por ser los principales responsables de la 
amplia diseminación de genes de resistencia antibiótica en bacterias patógenas y ambientales 
(4,5). Mientras que los plásmidos participan en la diseminación de la resistencia antibiótica a nivel 
celular, los transposones promueven el intercambio a nivel molecular, y es así como se comenzó a 
asociar a la multirresistencia antibiótica con la THG (6). 
Los mecanismos de THG descriptos son la conjugación, transformación natural y transducción. La 
transformación natural y la conjugación usualmente median el transporte de ADN simple cadena 
entre dos o más membranas. La transformación involucra la captura de ADN proveniente del 
entorno, mientras que la conjugación permite la transferencia directa de ADN entre células (7). En 
contraste, la conjugación requiere de elementos genéticos autoreplicativos, tales como, plásmidos 
conjúgativos o elementos conjúgativos integrativos (EIC), el cual pueden contener transposones 
conjúgativos (TC) (8).  Por otro lado, la transducción consiste en la transferencia de ADN doble 
cadena mediada por bacteriófagos. Los bacteriófagos ocasionalmente pueden empaquetar 
segmentos de ADN de la célula huésped en su cápside o dentro de su genoma viral y transferirlo a 
otra célula bacteriana utilizando la maquinaria de recombinación homóloga del nuevo huésped (9).  
En un estudio sobre 88 genomas bacterianos, el porcentaje de THG vario de 0 a 22% (10). Este 
resultado demuestra que la THG, junto con las mutaciones, reducción génica, recombinación 
homóloga y duplicación de genes, es una importante fuente de variabilidad genética. 
Recientemente, se ha reportado un nuevo posible mecanismo de transferencia horizontal genética 
que es llevado a cabo por vesículas de membrana externa (OMV, Outer Membrane Vesicle). Si 
bien la función de los OMVs es ampliamente conocida como un elemento con la capacidad de 
transportar diferentes proteínas, ARNs y carbohidratos en diversas especies bacterianas (11–14); 
su función como vehículo de transporte de ADN ha sido pobremente estudiado. Ha sido reportado 
por Rumbo et al 2011, que dos aislamientos de Acinetobacter baumannii (AbH12O-A2 y AbH12O-
CU3)  poseen la capacidad de liberar OMVs y transferir el plásmido pMMA2 y pMMCU3 que 
contiene el gen blaOXA-24 a través de dichas vesículas a otra cepa de A. baumannii (ATCC17978) 
(15). En el año 2014, Fulsundar et al ha demostrado que células deficientes para el mecanismo de 
transformación natural de la cepa A. baylyi JV26 poseen la capacidad de producir OMVs y que 
dichas OMVs pueden transferir plásmidos a otra especie bacteriana como ser la cepa E. coli DH5α 
(16). En dicho trabajo también se observó que los niveles de estrés, afectan la formación de 
vesículas y la frecuencia y eficiencia de transferencia genética del plásmido (16).  
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2. Elementos genéticos móviles (EGM) 
Los elementos genéticos móviles (EGM) se definen como segmentos de ADN que codifican 
enzimas y otras proteínas que median el movimiento de ADN dentro del genoma o entre 
poblaciones bacterianas (9). En la literatura existen múltiples evidencias de la actividad de los EGM 
sobre todos los genomas bacterianos (17,18). Entre los EGM que participan en forma directa en 
THG y poseen una gran importancia en la diseminación de la resistencia antibiótica y factores de 
virulencia podemos nombrar a los plásmidos, transposones, secuencias de inserción, Islas 
genómicas, bacteriófagos y cassettes génicos (9,19). 
2.a) Plásmidos 
Los plásmidos son elementos de ADN extracromosomal con un número característico dentro de la 
célula hospedadora. Estos replicones fueron encontrados en especies de los tres principales 
dominios representativos en el mundo vivo; Archaea, Bacterias y Eukarya (20). Los plásmidos 
pueden constituir una cantidad sustancial del total del contenido genético de un organismo (21). 
Ellos pueden incorporar y transportar genes por recombinación o transposición, favoreciendo el 
intercambio genético en las poblaciones bacterianas. Dada la capacidad de los plásmidos de ser 
adquiridos, por una gran variedad de mecanismos, por diversos huéspedes podrían ser 
considerados como ADN extracromosómico que se comparte entre las diferentes poblaciones (22). 
En lo que respecta a su estructura genética, el plásmido tiene una región denominada como 
esencial, en la cual residen los genes involucrados en la replicación y el control de la misma. 
Dentro de la región esencial se encuentran, i) el origen de replicación (generalmente denominado 
oriT), el cual es característico en cada replicón, ii) en algunos casos, el gen que codifica para una 
proteína involucrada en la iniciación de la replicación, usualmente denominada proteína Rep, iii) y 
por último se encuentran también, los genes involucrados en el control de la replicación (21).  
Además posee genes considerados no esenciales, aunque ellos podrían jugar un rol importante 
para el plásmido en sí y/o para el huésped, como son los genes implicados en procesos tales como 
la transferencia del plásmido y diseminación entre bacterias, resistencia a antibióticos, resistencia a 
metales pesados, resistencia a radiación, factores de virulencia y transferencia de ADN a 
eucariotas superiores (21). 
2.b) Secuencias de Inserción y transposones 
Campbell et al 1979, ha definido como elementos transponibles a segmentos de ADN específicos 
que pueden insertarse repetidamente dentro de uno o más sitios en uno o más genomas (23). Se 
han reportado diferentes clases de elementos transponibles en diversas especies bacterianas (19).  
Las secuencias de inserción (IS, por su denominación en inglés, insertion sequence) o también 
denominados como transposones simple son pequeños elementos transponibles (<2.5 Kb) 
fenotípicamente crípticos de ADN con una organización genética simple y capaces de insertarse en 
una molécula blanco (24). Las IS fueron inicialmente identificadas durante estudios en modelos 
genéticos con capacidad de generar mutaciones como resultado de su habilidad de translocación.  
La organización genética básica comprende un marco abierto de lectura (conocido por su sigla en 
inglés como ORF, open reading frame) que codifica para una enzima denominada transposasa 
(TPasa), encargada de mediar la transposición. Alrededor del ORF de la TPasa se encuentra 
pequeñas secuencias repetitivas invertidas denominadas IR (por su denominación en inglés, 
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inverted repeat), las cuales en las mayoría de los casos son idénticas o casi idénticas entre sí, 
siendo estas secuencias reconocidas por las TPasas para mediar la transposición (24).  
Las IS han sido agrupadas en 17 familias de acuerdo a los siguientes criterios: 1) las similitudes en 
la organización genética (disposición de los marcos de lectura abierta), 2) las identidades 
marcadas o similitudes en sus Tpasas (dominios comunes o motivos), 3) características similares 
de sus extremos (terminal de IR), y 4) el destino de la secuencia de nucleótidos de sus sitios 
blanco (la generación de una duplicación objetivo directo de longitud determinada) (24). 
La presencia de dos IS flanqueando un segmento de ADN se lo denomina transposon compuesto. 
El segmento de ADN que portan puede codificar para un gen que podría conferir alguna ventaja 
adaptativa. Las ISs flanqueantés pueden estar en la misma orientación o en orientación invertidas 
(24). Algunos ejemplos de transposones compuestos son el transposón Tn5 (formado por las 
IS50R, IS50L y el gen que otorga resistencia a kanamicina) (25), Tn10 (constituido por la IS10L, 
IS10R y gen que codifica para la resistencia a tetraciclinas) (26). 
Por otro lado, se han identificado los denominados tranposones no compuestos o complejo que 
son aquellos que no se encuentran flanqueados por ISs. Un típico ejemplo de este tipo de 
transposón es el transposón Tn3 el cual posee un gen que codifica para una transposasa, un sitio 
denominado res, sitio involucrado en la resolución del intermediario de transposición designado 
cointegrado, y una recombinasa sitio específica llamada resolvasa (tnpR). Asimismo, otro 
representante de este tipo de transposón, es el transposón Tn7, el cual posee una maquinaria de 
transposición más compleja y sofisticada que la del transposón Tn3 ya que la misma está 
constituida por 5 genes (tnsA, tnsB, tnsC, tnsD y tnsE) involucrados en la transposición (27–29). 
2.c) Integrones y cassettes génicos 
Los integrones son estructuras genéticas dinámicas que están compuesta básicamente por un gen 
intI que codifica para una recombinasa sitio específico (denominada integrasa) que contienen su 
propio promotor, un secuencia adyacente de recombinación denominada attI y un promotor Pc 
orientado para la expresión de los genes capturados e incorporados en la estructura del integrón 
(2,30). Por otro lado, la mayoría de los integrones descriptos poseen una región, denominada zona 
variable. Dicha zona es la que contiene los genes capturados en forma de genes cassete. Los 
integrones de clase 1 en su mayoría poseen además una región denominada 3’CS que contiene un 
gen de resistencia a amonios cuaternarios (qacEΔ1), un gen que confiere resistencia a 
sulfonamidas (sul1) y un marco de lectura conocido como orf5 de función desconocida. Los genes 
cassette son los elementos móviles más pequeños descriptos. Los mismos están constituidos por 
secuencias codificantes, la cual en la mayoría de los casos no posee un promotor propio, seguida 
de una secuencia característica denominada attC (31,32). Esta secuencia es la reconocida por la 
integrasa para mediar la recombinación sitio específica con el sitio attI (u otro sitio attC) para así 
incorporar el gen cassette dentro de la estructura del integrón (2,32).  
En la literatura han sido descriptos más de 100 genes cassettes de los cuales la gran mayoría 
corresponde a genes cassettes de resistencia antibiótica, abarcando casi todas las familias de 
antibióticos tales como β-lactámicos, aminoglucósidos, trimetroprima, cloranfenicol, rifampicina, 
lincosaminas y macrolidos (2,31). Asimismo, se han reportado genes cassettes que codifican para 
factores de patogenicidad, enzimas metabólicas, enzimas de restricción  y de varios de ellos no ha 
sido aún dilucidada su función (2) 
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2.d) Islas genómicas 
La plasticidad genómica es llevada a cabo por diversos mecanismo tales como mutaciones 
puntuales, rearreglos (inversiones y translocaciones), delecciones e inserciones de ADN de otros 
organismos (33–36). En este contexto las islas genómicas (IG) juegan un importante rol, 
definiéndose como grandes regiones de secuencias de ADN (6-200 kb) adquirida de otros 
organismos a través de algunos de los mecanismos ya mencionados (37). Ello promueve la 
evolución bacteriana por medio de la adquisición de bloques de genes involucrados con rasgos 
relacionados.  
Las islas genómicas presentan ciertos rasgos característicos: i) La adopción de regiones ricas en 
contenidos de G+C o A+T que difieren con el porcentaje de G+C del genoma huésped; ii) 
presencia de transposones, tirosina y serina recombinasa  rodeado por regiones repetitivas 
directas que permiten eventos de incorporación de segmento de ADN; iii) presencia en el entorno 
de la isla de genes de ARN de transferencia (tRNA) que albergue un sitio especifico de 
recombinación; iv) finalmente puede poseer un mosaico de genes originarios de otros organismos 
provenientes de varios eventos independientes de inserción (33,38–41).  
Las islas genómicas se puede clasificar según su función en cuatro categorías: i) islas de 
patogenicidad (PAIs, pathogenicity islands), el cual contiene genes que codifican para factores de 
virulencia (42); ii) islas metabólicas (MIs, metabolic islands), el cual alberga genes asociados a la 
biosíntesis de metabolitos (43); iii) islas de resistencia (RIs, resistance islands), que contienen 
genes de resistencia, tales como antibióticos, metales pesados, etc. (44) ; y iv) islas simbióticas 
(SIs, symbiotic islands) que proveen a bacterias la capacidad de establecer relaciones simbióticas 
con otros organismos (45).  
2.e) Bacteriófagos e elementos genéticos móviles transferibles relacionados a 
proteínas fágicas. 
Los bacteriófagos (fagos) son entidades biológicas más abundantes en la biosfera. Ellos son virus 
que infectan y replican dentro de las bacterias, y pueden matar al huésped dentro de unos pocos 
minutos luego del contacto (9,46). Para iniciar una infección, el fago se une a un sitio blanco 
específico presente en la superficie bacteriana. Una vez establecido el contacto, el fago inyecta su 
genoma dentro del citoplasma bacteriano y puede replicar por medio de dos tipos de ciclos de vida: 
el ciclo lítico o el ciclo lisogénico. En el ciclo lítico, el fago explota la maquinaria celular del 
huésped, usándolo para su replicación y desarrollo, que luego lisa la célula huésped para su 
dispersión y re infección de otra célula huésped. El ciclo lisogénico, el genoma viral (denominado 
profago) es integrado en el genoma de la célula huésped, y replica como parte del cromosoma del 
huésped, en ausencia de formación de partículas virales o lisis celular. Bajo ciertas circunstancias, 
los fagos lisogénicos pueden inducir un ciclo lítico debido a una respuesta de la bacteria a 
condiciones hostiles tales como tratamiento antibiótico, estrés oxidativo o daño de ADN (47).   
Los fagos juegan un rol crucial en la regulación de la ecología microbiana, diversidad y virulencia 
(34,47). Ellos pueden ser reservorio para la transmisión de diferentes genes codificantes de 
toxinas, determinantes de resistencia antibiótico y factores de virulencia (34,47,48). La conversión 
lisogénica de los profagos codificantes de toxinas y otros determinantes de virulencia es uno de las 
más ostensibles contribuciones a la patogénesis bacteriana. Muchas de las toxinas que causan 
enfermedades toxina específicas (toxinosis) son codificadas por fagos, y son responsables por 
enfermedades tales como difteria, cólera, disentería, entre otras (49).  
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Además, los profagos pueden inactivar genes cromosomales por inserción, resultando en perdida 
de funcionalidad fenotípica (47). Este proceso llamado conversión lisogénica negativa, fue 
observado en Staphylococcus aureus y resulta en la inactivación de la β-hemolisina, el cual están 
involucradas en la virulencia de S. aureus (50,51).  
Se han reportados otros EGM relacionados a fagos, entre ellos se puede enunciar transposones, 
plásmidos  e islas genómicas fágicas (46). Todos estos elementos no presentan completamente 
todos los genes capaces para la formación de fagos y siendo necesario para su transferencia el 
mecanismo de conjugación. Algunos ejemplos de los mencionados EGM son: i) la isla genómica 
fágica de S. aureus SCCmec conteniendo genes relacionados a la resistencia a meticilina y 
virulencia (52), ii) el transposon fágico de Actinobacillus actinomycetemcomitans que confiere 
resistencia a tetraciclina (53), y iii) el plásmido fágico de Pseudomonas aeruginosa que contiene el 
fago AP-1 e AP-12 que confiere resistencia a imipenem, aztreonam y ceftazidima (54). 
Por otro lado, también han sido descriptos otros EGM relacionados a fagos entre los que se 
encuentran los agentes genéticos transferibles (AGT). Los AGTs son partículas que se ensamblan 
en una cápside fágicas usando genes propios de la célula huésped (46,55). Solioz y colaboradores 
han demostrado que los AGTs presentan una alta frecuencia de transferencia de genes de 
resistencia antibiótica, siendo hasta tres veces mayor que algunos de los otros mecanismos de 
transferencia de genes (56). Una diferencia sustancial entre los bacteriófagos y los AGTs es que 
los genes codificante de la cápside se encuentran solamente presentes en la célula huésped y no 
son transferibles a la célula recipiente (55).   
3. Acinetobacter baumannii: reconocido patógeno nosocomial 
El género Acinetobacter pertenece a un grupo bacteriano de cocobacilos gram-negativos no 
fermentadores de glucosa. Dicho género pertenece a la clase taxonómica de las γ-proteobacterias 
de la familia Moraxellaceae. Entre los miembros de dicho género, A. baumannii (Ab) es un 
reconocido patógeno siendo uno de los más importantes a nivel nosocomial. Un estudio llevado a 
cabo con datos de 75 países de 5 continentes sobre infecciones en unidades de terapia intensiva 
identificó a dicho microorganismo como la quinta especie más prevalente (57,58). El éxito de Ab 
como patógeno nosocomial se debe a dos características principales: (i) la excepcional capacidad 
para acumular una gran variedad de mecanismos de resistencia antibiótica las cuales pueden ser 
adquiridas de diferentes formas, y (ii) la capacidad de sobrevivir en el medio ambiente durante 
periodos prolongados de tiempo que, junto con la resistencia innata a la desecación y 
desinfectantes, hace a Ab casi imposible de erradicar del entorno clínico (59,60).  
Entre los mecanismos por los cuales Ab puede evolucionar rápidamente a la extrema o pan-droga 
resistencia podemos mencionar: mutaciones puntuales, y/o adquisición de EGM tales como 
plásmidos, integrones, transposones o islas de resistencia. 
En Argentina, Ab se encuentra entre los principales agentes causales de infecciones 
nosocomiales, encontrándose entre los tres agentes aislados con mayor frecuencia en las 
neumonías intrahospitalarias. Ab ha tomado destacada relevancia a nivel internacional en los 
últimos años dado que ha ocurrido un marcado incremento de aislamientos de Ab multirresistentes 
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3.a) Estructura genómica de Acinetobacter baumannii. 
Gracias al avance tecnológico y el uso de herramientas bioinformáticas desarrolladas en los 
últimos tiempos, en la literatura ha sido ampliamente documentada la gran plasticidad genómica de 
Ab. A la actualidad, en la base de datos Genbank, 51 genomas  se encuentran completamente 
secuenciados y 1563 genomas en estado de borrador; del cual no todos los genomas reportados 
han sido analizados (al mes de Octubre 2016). Ab presenta un valor medio de porcentaje de 
contenido de GC de 39% y un tamaño promedio de 4,013 Megabases; presentando un promedio 
de 3713 de secuencias codificantes.  
Se ha reportado una gran cantidad de EGM presentes en la especie, siendo de principal 
importancia los EGM asociados a determinantes de resistencia y patogenicidad por su importancia 
en el ambiente hospitalario. Se han documentado en el Genbank 130 plásmidos, observándose 
plásmidos que una gran variedad de tamaño que van de 189 Kb a 1,9 Kb, y variando el número de 
secuencias codificantes (195 a tan solo 1). 
 
En los que respecta a las IS, las mismas han sido ampliamente reportadas en Ab y han 
demostrado jugar un rol fundamental en la evolución de dicha especie hacia la multirresistencia 
antibiótica como también en la plasticidad genética de Ab. En una estudio realizado por Zhao et al 
2011 demostró que ISAba1 es la IS de mayor prevalencia, partiendo de una cohorte de 50 
aislamientos de 20 países (63). Las ISs han sido evidenciadas asociadas a genes de resistencia 
antibiótica o como agentes causantes de disrupción de genes que conllevan a la perdida de una 
función específica generando un fenotipo de resistencia antibiótica (64–67). ISAba1 ha sido 
asociada con numerosos determinantes de resistencia antibiótica, principalmente, su rol en la 
movilización de genes tipo OXA que confieren resistencia a carbapenemes (68).  
Asimismo, la IS26 ha sido ampliamente evidenciada y ha sido reconocida como un importante 
agente en la generación de nuevos y variados arreglos genómicos (69–72). Entre los arreglos 
ampliamente descriptos, se encuentran los aquellos en la isla TnAbaR, formando parte de la fuente 
de variabilidad genética dentro de dicha estructura (73,74).   
 
En lo respecta a los integrones en Ab, se evidencio en la literatura una amplia distribución de estas 
plataformas genéticas (60,63,75,76). El integrón de clase 1 ha sido ampliamente reportado a nivel 
global entre las cepas multiresistente de Ab (77–79). Sin embargo, en Argentina la distribución de 
los integrones indica una mayor prevalencia del integrón de clase 2 (80). Asimismo, se evidencio 
una gran variabilidad en los rearreglos presentes en los integrones de clase 2 reportados en 
nuestro país (80,81). En un estudio reciente, se ha observado la posible asociación entre la 
presencia de integrones de clase 2 y el complejo clonal (CC) 113; por lo que podría ser un 
marcador de este linaje clonal en la población global de Ab (82). 
En lo que respecta  la localización de los integrones de clase 1, los mismos se han encontrado con 
elevada frecuencia dentro de la estructura genética TnAbaR, asociándose al módulo E y modulo I 
(19,74,83) (Fig. 1). 
 
La presencia de islas genómicas en los genomas de Ab es bastante frecuente, siendo entre las 
más estudiadas la isla de resistencia TnAbaR y la isla de patogenicidad denominado locus K (84) 
(Fig. 1)    
La isla de resistencia TnAbaR, se encuentra interrumpiendo el gen comM, que codifica para una 
ATPasa. La clasificación de las islas genómicas TnAbaR no está claramente establecido. Sin 
embargo, se las puede encontrar nomencladas como TnAbaR o AbaR seguido de un número, que 
~ 8 ~ 
se corresponde con a una estructura genética particular. Según el trabajo publicado por Adams et 
al 2008, dicha isla podría ser dividida en 11 módulos o regiones (A-K) (Fig. 1) (19). Kochar et al 
2012, comparando un mayor número de islas TnAbaR (n=23), pudo determinar cuatro módulos 
extras (L-O) (Fig. 1). Cada módulo contiene genes con diferentes funciones biológicas algunas de 
ellas confiriendo ventajas adaptativas a ambientes hostiles, tales como, genes codificantes para 
resistencia antibiótica, resistencia a metales pesados y elementos relacionados THG. Según lo 
reportado por Kochar, el modulo A se encuentran presente en las 22 de las 23 TnAbaR reportadas 
y el modulo K se encuentra presente en las 23 TnAbaRs (83). Dichos módulos son considerados 
como regiones conservadas dentro de la isla. En lo que respecta a los módulos B-N, estos 
pertenecen a la región variable de la isla TnAbaR, siendo tanto su presencia como su contenido 
génico muy variable (Fig. 1). Los módulos descriptos no son rígidos, siendo plásticos en la 
presencia o ausencia de algunos de los genes que los componen (Fig. 1). 
Como ha sido mencionado, la presencia de la isla TnAbaR en Ab ha sido ampliamente descripta en 
múltiples reportes para los clones internacionales (CI) 1 y 2, provenientes de diferentes países 
(19,85,86). La distribución a nivel mundial de las islas TnAbaR, es poco conocida. Kim et al, en su 
estudio sobre 108 aislamientos de Ab provenientes de diferentes países asiáticos, identificó la 
presencia de la isla TnAbaR en 66 (55%) de los aislamientos estudiados (87). La mayoría de los 
aislamientos positivos para TnAbaR pertenecieron al CI2 (87). La distribución de las islas 
genómicas TnAbaR en Sudamérica fue de 71% (n = 51), siendo 34 de estos aislamientos positivos 
de Argentina y 2 de Uruguay. Se observó una diversidad clonal entre los 36 aislamientos que 
presentaron la isla TnAbaR. Aislamientos pertenecientes a los CC 109, 104, 119 y 113 fueron 
evidenciados (88). 
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Figura 1. Esquema de la estructura genética de la isla genómica TnAbaR de Ab. Representación esquemática 
de TnAbaR1. Los genes se encuentran coloreados según los módulos a los que pertenecen (A-K). En la parte 
inferior se indican los módulos que se encuentran presentes en otras TnAbaR (módulos N, O, F, H, L). Entre 
paréntesis se indica  en que isla fue reportado dicho módulo.  En cada módulo se representan algunos de los 
genes o el grupo de genes con función biológica relevante. El modulo O en TnAbaR0 se encontraría 
reemplazando el modulo C. Los módulos N, F H, M y L se encuentran insertos en dicha posición de la isla 
bajo dicho esquema modular. 
En lo que respecta a islas de patogenicidad, la isla mayormente estudiada es la denominada Locus 
K (KL, K locus). La misma se encuentra inserta entre los genes fkpA y lldP, los cuales codifican 
para una peptidil-propil cis-trans isomerasa y una L-lactato sintetasa, respectivamente. Kenyon et 
al 2013, determinó nueve variedades de KL (KL1-KL9) a partir de 10 genomas de Ab 
completamente secuenciados. La asignación del número en la nomenclatura de la isla KL1 y KL2 
se basa que fueron localizadas en el CI1 y CI2, mientras que el resto de los KL los números fueron 
asignados consecutivamente según la fecha de publicación de los genomas (89). A la actualidad, 
en el la base de datos GenBank, se han reportado 48 variedades denominados como locus K. El 
KL es responsable de la producción de enzimas encargadas de la síntesis y ensamblado de las 
unidades repetidas de oligosacáridos que se localizan en el polisacárido capsular (antígeno K), 
como también para la translocación de las unidades repetidas entre la membrana interna y la 
subsecuente polimerización. Además, cada KL contiene genes que permiten la liberación de 
polisacáridos, mayormente asociados con el transporte de los polisacáridos capsulares. La 
estructura genética del KL presenta dos módulos conservados denominados A y B. El modulo A 
contiene los genes responsables del transporte de la capsula (wza, wzb y wzc) y el modulo B 
posee los genes involucrados en la síntesis de precursores de azucares simples ligados a uridina 
5'-difosfato (UDP). Entre el módulo A y B, se encuentra la región variable en el que pueden 
encontrarse diferente cantidad de secuencias codificantes, responsables de la síntesis de azucares 
y enzimas encargadas de la glicosilación vía acetilación o acilación (Fig. 2) (89). 
Por otro lado, Hu et al 2013, reportó 23 variedades de dicho locus K mediante secuenciación de 27 
aislamientos (90). Sin embargo, los locus fueron denominados como PSgc (polysaccharide gene 
clusters). Asimismo, identificaron un total de 77 variedades de PSgc a partir de 217 genomas de 
Ab presentes en la base de datos GenBank.  Los distintos locus PSgc fueron denominados como 
PSgc1 a PSgc77, teniendo en cuenta para su denominación la presencia o ausencia de genes en 
su estructura genética. En la nomenclatura, el número es asignado a partir del serotipo de la cepa 
donde se localiza el locus PSgc (90). 
Tanto Kenyon et al 2013 como Hu et al 2013, muestran en sus respectivos trabajos una guía 
predictiva de las posibles unidades repetitivas de polisacáridos, según el tipo de isla que presente 
(89,90). 
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Figura 2. Representación esquemática de la estructura genética del locus K. Se representan el KL1 
(CU459141), KL2 (CP000863) y KL3 (CP000521). Entre paréntesis se encuentra la nomenclatura asignada 
por Hu et al 2013 de dichos locus. En los recuadros rojos se remarcan los módulos A (verde) y B (azul) 
conservados. Los genes que se encuentran en amarillos pertenecen a la zona variable de dicho locus. Los 
genes representados en color rosa son los genes contiguos del locus K. El gen wzx* presenta un 95% 
identidad aminoacídica con respecto al gen wzx y wzx
#. Mientras que el gen wzx# presenta una identidad 
aminoacídica de 96% y 95% con respecto al gen wzx y wzx*. 
Por otro lado, la presencia de otra isla genómica, la cual ha sido denominada locus OC (OCL, OC 
Locus), fue también ampliamente distribuida en al menos 233 genomas de Ab (91). LOC posee 
genes relacionados con la patogenicidad y se encuentra localizada entre los genes ilvE y aspS, los 
cuales codifican para una aminotransferasa y para un ARNt aspartato sintetasa, respectivamente. 
Este grupo de genes está involucrado en la síntesis de lipooligosacaridos (LOS). Según su región 
variable, Kenyon et al 2014, reportó la presencia de doce diferentes tipos de LOC (OCL1-OCL12), 
presentando una región conservada que contiene de 6 a 7 genes involucrados en la biosíntesis de 
azucares y glicosiltransfereasas (91) (Fig. 3). Los OCL se pueden clasificar dentro de dos grandes 
grupo A y B, basados sobre las regiones conservadas que presentan. El gen gtrOC1 se encuentra 
compartido entre ambos grupos, presentando una identidad nucleotídica y aminoacídica mayor a 
98%. El locus más prevalente del grupo A es el OCL1 presentándose en 18 Secuencio-tipos (STs) 
distintos y del grupo B es el OCL6 presentándose en 16 STs distintos (n = 234 genomas de Ab) 
(91).   
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Figura 3. Estructura genética de OCL del grupo A y B. Los genes representados en verde son aquellos que se 
encuentran compartidos dentro del grupo, mientras que los genes representados en azul son aquellos se 
encontraron solamente en una estructura. Los genes del entorno genético de OCL se representan en celeste. 
A) Representación de las estructuras genéticas de OCL1 (CU459141), OCL2 (CP000521) y OCL3 
(CP001182) del grupo A. B) Representación de las estructuras genéticas de OCL6 (KF030679), OCL7 
(AMTB01000038), OCL8 (ABXK01000006) y OCL9 (ALOH01000005) del grupo B. El gen gtrOC20* presenta 
una identidad aminoacídica de 92% con respecto al gen gtrOC26. 
Considerando lo anteriormente expuesto y lo descripto en la literatura, no hay dudas de la 
importancia y presencia de los EGM en los genomas de Ab.  La presencia de elementos 
relacionados a la  THG como también su asociación a distintos genes que confieren alguna ventaja 
adaptativa, tales como determinantes de resistencia antimicrobiana y metales pesados, factores de 
virulencia y patogenicidad, etc. juega un rol fundamental en la evolución de dicho microorganismo.   
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3.b) Estructura global de la población de Acinetobacter baumannii 
El patrón epidemiológico de las infecciones por Ab fue cambiando en los últimos años de 
epidémico a endémico, resultando aún más difícil su erradicación (92). Si bien el patrón 
epidemiológico es endémico, los grupos genotípicos presentan “comportamiento epidémico”, que 
se define como la capacidad de rápida transmisibilidad entre pacientes, paciente-entorno 
intrahospitalario e interhospitalario (57). Estudios comparativos de brotes causados por Ab de 
distintos puntos geográficos en el continente europeo han demostrado la ocurrencia de tres clones 
exitosos en el entorno hospitalario, denominados “clones europeos I-III” (93,94). 
Subsecuentemente, estos tres clones europeos, se identificaron en el resto del mundo con una 
elevada prevalencia, por lo que se los renombro como clones internacionales I-III (CI) (95). Los 
complejos clónales (CC) CI1, CI2 y CI3 se encuentran representados en las 2 bases de datos de 
MLST disponibles (Instituto Pasteur y de la Universidad de Oxford (IP/UO)) correspondientes a los 
esquemas 1/109, 2/92 y 3/187, respectivamente (96,97). Los CI1 y CI2 fueron reportados en más 
de 30 países, siendo CI2 el que presentan mayor prevalencia a nivel mundial. En lo que respecta al 
CI3 ha sido reportado en 6 países en el continente europeo, en Estados Unidos y en el Líbano 
(95,96,98,99). Se observó que algunos CC u STs se encuentran limitados a ciertas regiones 
geográficas, los cuales, se verían favorecidos por la adquisición de ciertos determinantes de 
resistencia permitiendo de esta forma su persistencia en el ambiente hospitalario (96,100,101).  
Además de los CI1, CI2 y CI3, se ha evidenciado la creciente emergencia de nuevos CI 
denominados CC 79/113, CC 15/103 y CC 25/110  (96,102,103).  Algunos de estos CC han sido 
reportados en una amplia cantidad de países, tales como Brasil, España, Tailandia, Estados 
Unidos, Corea y Honduras (78,96,102,104). 
En Argentina, Stietz et al 2013, reportó que los CCs que presentan mayor prevalencia en nuestro 
país son CC 79/113 y CC 15/103 con una aparente emergencia del CC 25/110 (97). El presente 
estudio fue realizado sobre aislamientos recuperados durante el periodo 1992-2009. Sin embargo, 
en estudios recientemente realizados utilizando aislamientos recuperados durante el periodo 2011-
2013, se observó que los CCs con mayor prevalencia fueron CI1 (CC 1/109), CC 25/110 y el 
ST1126 (nuevo ST). Llamativamente se evidencio una drástica disminución del CC 79/113, 
mostrando un cambio en la estructura población local de Ab en los últimos años (105,106).  
4. Transformación natural 
El mecanismo de transformación natural es un proceso parasexual que está compuesto por dos 
partes: ADN exógeno y una célula receptora. La internalización de ADN exógeno y la integración 
dentro del genoma por recombinación genética permite a la célula bacteriana adquirir nuevos 
rasgos y adaptarse a los cambios de las condiciones ambientales, promoviendo por ejemplo la 
resistencia antibiótica.  Para que ocurra la transformación natural, a priori, la célula bacteriana debe 
desarrollar un estado fisiológico, denominado competencia. El mismo es un estado estrictamente 
regulado, en el cual se ha demostrado que participan entre 20 a 50 genes en los distintos modelos 
genéticos de transformación natural estudiados (107). Una gran variedad de bacterias –tanto gram 
positivas como gram negativas- las cuales presentan la capacidad de adquirir genes por la vía de 
la transformación natural han sido estudiadas, entre algunos de las especies estudiadas  podemos 
mencionar algunos patógenos humanos tales como especies de los géneros Campylobacter, 
Haemophilus, Helicobacter, Neisseria, Pseudomonas and Streptococcus (107–109). Actualmente, 
se ha demostrado la capacidad de transformación natural en un gran número de especies de 
alpha, beta, épsilon y gamma proteobacterias, indicando que el ancestro monofiletico de este 
grupo poseía esta capacidad (108). 
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El desarrollo de competencia natural durante el crecimiento bacteriano varía según la especie 
bacteriana. Por ejemplo, en algunas especies bacterianas se observó un máximo de competencia 
en fase estacionaria tardía como ser en Acinetobacter calcoaceticus (110), Azotobacter vinelandii 
(111), Staphylococcus aureus (112), Streptococcus pneumoniae (113), y Anacystis nidulans R2 
(114). En otras la máxima competencia se observó durante la transición entre fase estacionaria 
temprana y logarítmica como ser en Bacillus subtilis (115), Methylobacterium organophilum (116), 
Pseudomonas stutzeri (117), y Vibrio sp. (118,119).  
Dentro de una población bacteriana determinada existe un porcentaje variable de células bacterias 
que desarrollan el estado de competencia. Un ejemplo de ello es lo que se ha documentado para 
A. calcoaceticus (110) y B. subtilis (120) donde se observó que solo entre el 10 al 25% desarrollan 
dicho estado. En otras especies la situación es diferente, en Azotobacter vinelandii (121,122), H. 
influenzae y S. pneumoniae (7) casi el 100% de la población es capaz de desarrollar competencia. 
 
La presencia de ADN en el ambiente para su posterior incorporación por medio de transformación 
natural puede ser dado de diversas formas, tales como excreción de ADN, lisis bacterianas o 
partículas virales (107,123). La integridad del ADN para la presentación a las células competentes 
depende de la actividad y localización de nucleasas y reactivos químicos presentes en el entorno 
(123). La activa excreción de ADN fue reportado en varios géneros bacterianos, incluyendo 
Acinetobacter, Alcaligenes, Azotobacter, Bacillus, Flavobacterium, Micrococcus, Pseudomonas y 
Streptococcus (7,124). Por otro lado, la capacidad de excreción de ADN extracelular también se la 
ha asociado como un importante componente en la formación de biopelículas (125,126).  
La maquinaria y mecanismo de transformación natural en archea y eubacteria, con la excepción de 
Helicobacter pylori, se encuentra ampliamente conservada y comparte componentes comunes para 
la captura y procesado de ADN. Este mecanismo -tanto en gram positivos como en gram 
negativos- está dado por proteínas conservadas, las cuales son codificadas por un grupo de genes 
denominados com regulón que se expresan simultáneamente durante la competencia (108,123). 
La principal diferencia que existe en el mecanismo de competencia en bacterias gram negativas es 
la presencia de un transportador de membrana externa codificado por el gen pilQ, que se 
encuentra ausente en las bacterias gram positivas (123).  
Para el transporte de ADN entre la membrana externa y la pared celular, las células competentes 
utilizan proteínas relacionadas con el sistema de secreción tipo II y el pili tipo IV (PT4),  conocido 
como pseudopili de competencia. El ADN doble cadena (ADNdc), una vez que toma contacto al 
pseudopili de competencia, es transportado al espacio periplasmático que interactúa con la 
proteína ComEC/ComEA que se encarga de convertirlo en ADN simple cadena (ADNsc) y 
transportarlo al espacio citoplasmático (Fig. 4). Una vez que el ADNsc toma contacto con el 
citoplasma, la proteína DprA en acción conjunta con la recombinasa recA, dan lugar al proceso de 
recombinación genética para la incorporación dentro del genoma de la célula huésped (109,123). 
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Figura 4. Representación gráfica de la maquinaria de competencia natural del bacilo gram negativo Vibrio 
cholerae (Adaptación de Seitz et al 2012).  
4.a) Factores influyentes de la transformación natural 
La población bacteriana es continuamente desafiada a condiciones ambientales variables. El 
cambio constante de las condiciones ambientales produce un estrés fisiológico que puede ser un 
factor determinante en el estado de competencia de la población bacteriana. Tales factores pueden 
ser limitación nutricional, variación del pH y temperatura, presencia de radicales libres de oxígeno, 
radiación UV, presencia de antibióticos, etc. (7,109,127).  
En el ambiente, las bacterias viven bajo cierta fluctuación de las condiciones nutricionales, lo cual 
se ha visto que influyen sobre el crecimiento y el estado de competencia bacteriana en diversos 
modelos de transformación natural (109). En B. subtilis se reportó que en condiciones limitantes de 
fuente de carbono no desarrolla competencia mientras que en P. stutzeri se documentó que en 
estas condiciones limitantes se observa un incremento de la competencia de 25 veces (7).  
La presencia de cationes divalentes, tales como Magnesio, Calcio y Manganeso, tienen una vital 
importancia en varias especies de bacterias transformantes (7,128). Trombe et al 1992, han 
reportado que el calcio en S. pneumoniae es esencial sobre el crecimiento, la competencia y la 
autolisis. La inducción de la competencia puede -considerarse como respuesta a las condiciones 
de estrés, como ser la presencia del calcio en el entorno que se encuentra la bacteria (129). Un 
efecto similar se observó en otros aislados transformantes de Escherichia coli y A. calcoaceticus 
(7).  
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Una variedad de transformantes naturales fueron caracterizados fisiológicamente con énfasis sobre 
la respuesta del desarrollo de la competencia en diversas condiciones de pH y la temperatura.  Se 
ha reportado en la gran mayoría de los modelos estudiados, que las condiciones de mayor 
competencia se observan a pH cercanos a 7, o cuando son capaces de modificar el pH del entorno 
a valores cercanos a 7 para el desarrollo del estado de competencia natural (111,130). La 
temperatura óptima en donde se observan frecuencias máximas de transformación natural fueron 
variables estudiadas en las diversas especies transformantes y se observaron variados resultados. 
Por ejemplo, en P. stutzeri se reportó una frecuencia máxima de transformación natural a los 30°C, 
mientras que en especies de Vibrio sp. se observaron dos picos máximos de frecuencia de 
transformación natural a los 33°C y 37°C (7,118). 
Además, se evidencio que la liberación de péptidos o moléculas inductoras juegan un importante 
rol sobre la expresión de la competencia natural. Un ejemplo ampliamente estudiado es el sistema 
de regulación comCDE de S. pneumoniae, siendo la regulación mediada por la liberación de un 
péptido estimulante de la competencia (CSP, Competence-Stimulating peptide) (131–133). Los 
genes comDE forman un sistema de dos componentes. El gen comD codifica para un receptor 
histidin-quinasa al que se acopla el CSP, mientras que el gen comE codifica para sensor de 
respuesta del sistema de dos componentes (131). El CSP, el cual es codificado por el gen comC, 
es sintetizado a partir péptido precursor, el cual es procesado a su forma madura y secretado por el 
transportador comAB. La regulación del efecto del CSP sobre la inducción de la competencia 
natural está dado por la liberación de una proteasa codificada por el gen htrA, que presenta un alta 
afinidad a la hidrólisis del CSP (134). Sin embargo, el silenciamiento de la expresión del gen htrA y 
la liberación del CSP es dependiente de las condiciones de estrés a las que puedan estar 
expuestas las células bacterianas, tales como, exposición a mitomicina, kanamicina y 
estreptomicina (135). Otro factor involucrado en la inhibición de la proteasa HtrA es la presencia de 
BSA en el ambiente en el que se encuentra, debido a que presenta una mayor afinidad de catálisis 
por BSA y el CSP liberado no es degradado y subsecuentemente permite la inducción de la 
competencia natural (134). 
Es también sabido, que la fuente de carbono en el medio puede ser determinante en la expresión 
del fenotipo transformante en algunos géneros bacterianos. Un ejemplo de ello, es la inducción de 
competencia natural debido a la presencia de quitina en el medio para la especie Vibrio cholerae. 
La presencia de quitina promueve la competencia genética y transformación natural modulando la 
expresión del regulador TfoX (136).  
4.b) Transformación Natural en Acinetobacter sp. 
El género Acinetobacter comparte varias características en su capacidad transformante con las 
especies bacterianas de gram positivos B. subtilis y Streptococcus sp..  Entre las especies de 
Acinetobacter sp. que ha sido estudiadas encontramos a la especie A. baylyi, particularmente la 
cepa BD413 (también llamada A. baylyi ADP1, A. calcoaceticus BD4) (137,138). En particular, los 
estudios realizados demostraron que la transformación natural no es ADN específico a alguna 
especie (110). Por otro lado se ha documentado que A baylyi BD413, es capaz de capturar entre el 
60-65% del ADN exógeno dentro de los 5 minutos de tomar contacto con la superficie celular; por 
lo que se puede considerar que A. baylyi puede captar de forma rápida el ADN exógeno (7,110). 
Por otro lado existen diversos factores que juegan un rol importante sobre el desarrollo del estado 
de competencia en dicho género.  Se ha reportado que A. baylyi BD413 requiere cationes 
divalentes (calcio, manganeso y magnesio), pero no cationes monovalentes, para desarrollar el 
estado de competencia (7). Por otro lado, varios grupos de investigación han demostrado que A. 
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baylyi presenta maximizada su capacidad de competencia luego de una dilución de un cultivo de 
24 hs en un medio fresco, es decir, incrementando la disponibilidad de nutrientes (110,139).  
La recombinación genética es el proceso por el cual Acinetobacter sp. integra y expresa el ADN 
capturado del medio. Overballe-Petersen et al 2013, ha documentado la capacidad de A. baylyi de 
captar ADN dañado o intacto de diferentes tamaño de organismos eucariotas y procariotas 
contemporáneo como también de organismos ya extintos (140). A su vez, también ha sido 
reportado que A. baylyi además de incorporar el ADN transformante por recombinación homóloga 
por mecanismos dependientes de recA es capaz de utilizar otros mecanismos independientes de 
recA para la recombinación genética (1,141,142).  
Sin embargo a pesar de la información disponible para A. baylyi, la capacidad de competencia 
natural y transformación natural ha sido escasamente documentada en otras especies de 
Acinetobacter. Considerando la información disponible en la literatura en lo que respecta a otras 
especies capaces de experimentar transformación natural, solo tres estudios han sido reportados a 
la fecha (143–145). Harding et al 2013 demostró que A. nosocomialis M2 (también denominada A. 
baumannii M2) posee la capacidad de ser un transformante natural (145,146).  
En A. baumannii, la transformación natural ha sido poco estudiada. Ramirez et al 2010, han 
reportado la capacidad de competencia natural del aislamiento clínico A. baumannii A118. A118 
fue el primer aislamiento de A. baumanni en el cual se puso en evidencia la capacidad de 
competencia natural (143). El mismo ha sido propuesto módelo para estudios genéticos debida a 
una particular susceptibilidad a una gran variedad de antibióticos. Además, un estudio posterior 
con aislamientos clínicos de Ab han documentado el mecanismo de competencia natural en otros 
aislamientos (144). El presente trabajo también expone la asociación de la movilidad de tipo 
“twiching” con la capacidad de adquisición de ADN exógeno (144).   
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HIPOTESIS Y OBJETIVO  
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HIPÓTESIS 
La hipótesis de trabajo que hemos planteado radica en que los clones de Ab circulantes en nuestra 
región provienen de un linaje diferente a los clones denominados “internacionales”, los cuales se 
hayan ampliamente diseminados en Europa y Australia y que estos poseen rasgos y 
características peculiares. Asimismo, creemos que Ab posee una plasticidad genética particular, lo 
cual estaría directamente relacionado con la capacidad de adquisición de material exógeno, lo cual 
le permitiría evolucionar hacia la multirresistencia por mecanismos inherentes a la especie y que 
las diferentes cepas de Ab poseen distintos grados de plasticidad genética. 
OBJETIVOS 
OBJETIVO GENERAL 
El objetivo general del presente proyecto es llevar a cabo la caracterización molecular de una cepa 
de Ab relevante en nuestro medio, haciendo especial hincapié en los mecanismos moleculares de 
intercambio genético que están teniendo lugar en dicha especie. Además nos centraremos en el 
mecanismo de transformación natural como un evento importante en el desarrollo de la resistencia 
antibiótica y adaptación de dicho patógeno a ambientes hostiles. 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
1- Realizar la secuenciación del genoma completo de al menos una cepa de Ab relevante en 
nuestro medio. 
2- Llevar a cabo estudios de genómica comparativa de la/s cepa/s por nosotros secuenciadas con 
el fin de evidenciar características relevantes de dichas cepas y regiones o huellas de intercambio 
génico. 
3- Investigar el rol de la transformación natural y su contribución en la adquisición de mecanismo 
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MATERIALES Y METODOS 
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1. Aislamientos bacterianos 
Para la caracterización molecular y posteriores ensayos de transformación natural fueron incluidos 
en este estudió una población de 9 aislamientos de Acinetobacter baumannii (Ab) proveniente de 
una colección de cepas de 10 años de diferentes hospitales (A101, A144, A104, A171, A155, A42, 
A287, A13205, A156). Las características de las cepas se detallaran en el capítulo de resultados 
(Parte 3, sección 3.2). Se incluyó como control y como cepa modelo para diversos estudios 
transformación natural a la cepa Ab A118, la cual tiene como característica particular su 
susceptibilidad a una gran variedad de antibióticos y su capacidad de adquirir ADN exógeno ya 
reportada (143); y la cepa ATCC 17978 la cual es la cepa de Ab de referencia (147).  
Para la secuenciación del genoma completo, se seleccionó la cepa Ab Ab33405 y A118 (76,143). 
Dichas cepas poseen ciertas características particulares que serán detalladas en el capítulo de 
resultados (Parte 1 y 2).  
2. Medios y condiciones de cultivo 
Los aislamientos de Ab fueron cultivados en placa de agar nutritivo y/o CLDE o medio líquido LB a 
37ºC. Para los estudios de transformación natural se utilizaron placas LB agar conteniendo 
diversos antibióticos (kanamicina 20 μg/ml, imipenem 12 μg/ml, meropenem 12 μg/ml, ceftazidima 
10 μg/ml, ampicilina 200 μg/ml o tetraciclina 4 μg/ml) dependiendo de los determinantes de 
resistencia antibiótica que presentes el ADN plasmídico y/o genómico que se utilizó para 
transformar los aislamientos en cuestión.  
3. Extracción de ADN genómico total 
Dependiendo del posterior uso (secuenciación total o ensayos de transformación) del ADN 
genómico total diferentes metodologías fueron empleadas.  
Para obtener el ADN genómico total enviado a secuenciar se utilizó un equipo comercial de 
extracción de ADN “Wizard
®
 Genomic DNA Purification Kit” (Promega, WI, USA) siguiendo las 
recomendaciones del proveedor. En lo que respecta a a la obtención del ADN que se utilizó para 
los ensayos de transformación de la parte 3 y 4 de resultados se empleó la metodología propuesta 
por Sambrook et al. 2006. Brevemente el protocolo utilizado consistio en: 
 Se realizaron cultivos bacterianos en 3 o 5 ml de medio líquido LB a partir de una 
colonia.  
 Se incubaron durante 24 horas a 37ºC en agitación a 200 rpm.  
 Las muestras fueron centrifugadas a 14000 rpm a temperatura ambiente por 1 minuto 
y luego los sobrenadantes fueron descartados.  
 El pellet fue resuspendido en 500 μl de solución 0.1X SSC y se llevó a cabo la 
posterior centrifugación a 5000 rpm por 5 minutos. Se descartaron nuevamente los 
sobrenadantes.  
 El pellet fue resuspendido en 500 μl de buffer de lisis (10mM Tris-HCl pH 8.0, 20% 
sacarosa, 2.5 mg/ml lisozima) y fueron incubados a 37ºC durante 60 minutos.  
 Se adicionaron a las muestras 1 volumen de Fenol:Cloroformo y fueron mezclados por 
inversión varias veces.  
 Las muestras fueron centrifugadas a temperatura ambiente a máxima velocidad 
durante 10 minutos, para permitir la separación de la fase organica-interfase, de la fase 
acuosa conteniendo el ADN  
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 La fase acuosa fue transferida un tubo eppendorf estéril y se llevo a cabo la 
precipitación del ADN con el agregado de 0.1 volúmenes de 3 M Acetato de Sodio pH 
8 y 2 volúmenes de Alcohol Etílico 100% (v/v).  
 Se procedió a centrifugar a máxima velocidad por 20 minutos a temperatura ambiente 
(14000 rpm) y el  sobrenadante fue descartado. Los pellet  fueron secados en estufa a 
37ºC.  
 Luego de resuspendido el pellet conteniendo el ADN en 100 μl de agua estéril, se 
procedió a realizar el tratamiento con 1 μl de RNAasa (10 mg/ml, Fermentas) y se 
incubó a 37ºC por 1 hora.  
 El ADN extraído fue cuantificado por espectrofotometría (U-2001, HITACHI) para 
evaluar la cantidad y calidad  del ADN.  
 
La purificación se consideró óptima si la relación Abs260nm/Abs280nm resulto mayor a 1.6. La 
concentración de ADN en las muestras se determinó mediante la relación: Abs260nm = 1 
equivalente a 50 μg/ml de ADN. 
 
4. Extracción de ADN plasmídico 
Para verificar la presencia de plásmidos se realizó extracción plasmídica, utilizando la metodología 
propuesta por Hansen & Olsen et al 1978 (148). La metodología utilizada se detalla a continuación: 
 Se realizaron cultivos bacterianos de los aislamientos en 5 ml de medio líquido LB 
durante toda la noche (ON) a 37ºC en agitación a 200 rpm.  
 Las muestras fueron centrifugadas a 14000 rpm a temperatura ambiente por 1 minuto 
y luego los sobrenadantes fueron descartados.El pellet fue resuspendido por agitación 
con vortex en 100 μl de buffer de resupensión (50 mM glucosa, 10 mM EDTA, 10 mM 
Tris-Cl pH 8.0).  
 Las muestras fueron tratadas  con 200 μl de solución de lisis (0.2M NaOH, 1% SDS) se 
procedió a mezclar e incubar por 5 minutos a temperatura ambiente.  
 Se agregaron 150 μl de 7.5 M Acetato de amonio y 150 μl de cloroformo a las 
muestras,  y se procedió a enfriar en hielo por 10 minutos.  
 Se procedio a centrifugar a máxima velocidad (14000 rpm) por 10 minutos.  
 El sobrenadante fue transferido en un tubo nuevo eppendorf, se agregó 200 μl de 
solución de precipitación (30% (p/v) polietinelglicol 8000, 1.5 M Cloruro de Sodio) y se 
procedió a mezclar 
 y  enfriar las muestras en hielo durante 15 minutos.  
 Se procedió a centrifugar a máxima velocidad por 5 minutos a temperatura ambiente 
(14000 rpm) y el  sobrenadante fue descartado. Los pellet  fueron secados en estufa a 
37ºC.  
 Luego de resuspendido el pellet conteniendo el ADN plasmídico en 100 μl de agua 
estéril, se procedió a realizar el tratamiento con 1 μl de RNAasa (10 mg/ml, Fermentas) 
y se incubó a 37ºC por 1 hora.  
También fue utilizado el equipo comercial Qiaprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) 
según las indicaciones del proveedor para los plásmidos recombinantes provenientes de 
Escherichia coli. 
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5. Reacción en cadena de la Polimerasa 
Con el objeto de llevar a  cabo la caracterización genética de los aislados en estudio como también 
para confirmar la adquisición de ADN foráneo en los ensayos de transformación natural; se 
procedió a realizar reacciones de PCR con cebadores específicos. La reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR) se realizó según lo indicado por el proveedor de la enzima GoTaq (Promega, WI, 
USA) (Tabla 1 y 2), utilizando el ADN genómico total y/o plasmídico previamente extraído, según 
correspondiese. 
Cebadores específicos para amplificar elementos móviles, determinantes de resistencias como 
también genes vinculados al proceso de transformación natural, previamente reportados como 
también especificamente diseñados mediante el programa Primer-Blast (149) para el presente 
estudio, han sido empleados en las diferentes reacciones de amplificación (Tabla 3).  
 
Tabla 1. Reactivos y concentraciones utilizados para la preparación de la reacción de en la cadena de la 
polimerasa (PCR). 
Reactivos Stock Final 
Buffer (c/MgCl2) 5x (7.5 mM MgCl2) 1x (1.5 mM MgCl2) 
dNTPs (cada uno) 10 Mm 0.2 mM 
Cebadores (cada uno) 10 μM 1 μM 
ADN 100 ng/ μl 100-200 ng 
GoTaq 5 U/μl 1.25 U/μl 
Volumen Final  25 o 50 μl 
 
Tabla 2. Ciclo de Reacción de PCR  
Etapas Temperatura Tiempo Ciclos 
Desnaturalización inicial 95°C 5 minutos 1 
Desnaturalización 95°C 1 minuto 
30 Apareamiento(“annealing”) 52°C 30 segundos 
Elongación 72°C 1-5 minutos 
 
Tabla 3. Cebadores en el estudio. 
Gen Cebador Secuencia  Tamaño 
(pb) 
Referencia 
IS26 IS26F gct ggc tga acg cgg ag 504 (150) 
 IS26R ata cct ttg atg gtg gc  (150) 
aac(6)´ib aac(6)’ibF tgt gac gga atc gtt gc 600 (150) 
 aac(6)’ibR cag tga cgg tta ttc cgc  (150) 
aacC2 aac2F cgc taa act ccg tta cc 256 (151) 
 aac2R tag cac tga gca aag cc  (151) 
aphA1 aphA-1F aaa cgt ctt gct cga ggc 461 (74) 
 aphA-1R caa acc gtt att cat tcg tga  (74) 
aadB aadBF gta aca cgc aag cac gat ga 349 (152) 
 aadBR gcc tgt agg act cta tgt gc  (152) 
inti1 Inti1F cga ggc ata gac tgt ac 925 (151) 
 Inti1R ttc gaa tgt cgt aac cgc  (151) 
inti2 Inti2F gca aat gaa gtg caa cgc 467 (151) 
 Inti2R aca cgc ttg cta acg atg  (151) 
16sRNA Rp2 acg gct acc ttg tta cga ctt  1500 (153) 
 fD2 aga gtt tga tca tgg ctc ag  (153) 
oxa23 Oxa23F tcc atc tgg ctg ctc aa 634 (154) 
 Oxa23R ccc gag tca gat tgt tc  (154) 
oxa-51 Oxa51F atg aac att aaa aca ctc tta 824 (154) 
 Oxa51R tat aaa ata cct aat tgt tc  (154) 
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mecA MECA P4 tcc aga tta caa ctt cac cag g 162 (155) 
 MECA P7 cca ctt cat atc ttg taa cg  (155) 
KPC KPCF ccg tct agt tct gct gtc 800 Este estudio 
 KPCR cgt tgt cat cct tgt tag  Este estudio 
NDM-1 NDM1/2F cgc gaa gct gag cac cgc att ag 723 Este estudio 
 NDM1/2R cta tcg ggg gcg gaa tgg  Este estudio 
comEA comEAqF cac ctt cgg ttt acg ctc 103 Este estudio 
 comEAqR cat ctg ctg ttt agc ctt cc  Este estudio 
pilQ pilQqF cga ctt tac tac cct gct gct g 126 Este estudio 
 pilQqR cag cac aac cac agg gag ttt c  Este estudio 
16S EU16SF tgt gac gga atc gtt gc 120 Este estudio 
 EU16SR cag tga cgg tta ttc cgc  Este estudio 
 
6. Prueba de Sensibilidad Antibiótica: Antibiograma por difusión en disco y 
determinación de concentración inhibitoria mínima (CIM) 
Se determinó la susceptibilidad antibiótica de los aislados tanto por difusión en disco para la 
determinación de la susceptibilidad o resistencia antibiótica como mediante la utilización del E-test 
para arribar a la determinación de la CIM. Ambas determinaciones fueron realizadas según las 
normativas del CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute (2011)). 
Se clasificaran los aislamientos que poseen características fenotípicas resistentes a antibióticos 
según los criterios establecidos por Magiorakos et al 2012, clasificándolos en MDR (Multidrug 
Resistance; Multi-resistente a antibióticos), XDR (Extreme Drug Resistance; Extremadamente 
resistente a antibióticos) y PDR (Pan-Drug Resistance; Pan-Resistente a antibióticos) (156). El 
criterio establecido por Magiorakos et al determina que un aislamiento puede ser considerado 
como MDR si el aislamiento es no susceptible al menos a un antibiótico dentro de tres categorías 
de antibióticos, XDR si el aislamiento no es susceptible al menos a un antibiótico dentro de todas 
las categorías menos a 2 categorías de antibióticos, y PDR si el aislamiento es no susceptible a 
todas las categorías de antibióticos. Se definen como categorías de antibióticos a la clasificación 
según su blanco de acción, tales como aminoglucósidos, carbapenemes, fluorquinolonas, 
cefalosporinas, tetraciclinas, macrolidos, entre otras (156). 
7. Secuenciación masiva de genomas completos 
Para la realización de los estudios de genómica comparativa con el fin de evidenciar el intercambio 
genético y la plasticidad de la especie, se procedió a la secuenciación de genoma completo de dos 
cepas que presentan rasgos particulares (cepa A118 y cepa Ab33405). Para la secuenciación 
genómica se extrajó el ADN de alta calidad mediante la utilización del equipo de extracción 
genómico total del proveedor Promega, como se nombró en la sección 3. Luego se realizó la 
secuenciación mediante la tecnología Illumina Miseq. Con las secuencias cortas obtenidas 
(denominadas “lecturas” o “reads”) se procedió a la realización del ensamblado para la obtención 
de los contigs o scaffolds mediante los software Velvet versión 1.2.10 (157) y SPADES versión 
3.1.0 (158). La calidad del ensamblado fue evaluado mediante la utilización del software QUAST 
(159) (Fig. 5).  
Para la determinación del orden y orientación de los contig obtenidos de los genomas 
secuenciados se procedió a utilizar el programa Mauve Contig Mover (160). Una vez obtenido el 
orden y orientación de los contigs se realizó la generación del genoma completo virtual. 
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La anotación de los contigs se llevó a cabo utilizando el genoma virtual anteriormente generado. 
En primera instancia, se realizó la anotación automatizada mediante la utilización del servidor 
RAST (161). Luego se llevó a cabo la curación manual de la anotación automática obtenida 
mediante la utilización de la base de datos GenBank, pfam y específicas de algunos grupos de 
genes o estructuras genéticas de función biológica conocida.  
 
 
Figure 5. Esquema de la estrategia utilizada para la secuenciación, ensamblado y análisis genómico de las 
secuencias obtenidas. 
8. Herramientas bioinformáticas 
Para los estudios de biología computacional utilizados para poner en evidencia y realizar el análisis 
de todo aquello relacionado al proceso de intercambio genético se utilizaron diversos programas. 
Para la predicción de genes ortólogos y los  genes involucrados con la transferencia horizontal de 
genes se utilizaron los programas OrthoMCL y BLASTp, respectivamente (162,163). Se tomó como 
criterio para considerar los genes ortólogos que la secuencia analizada presente un 80% de 
similitud y que el alineamiento cubra al menos el 45% del largo del gen. Para la realización de los 
estudios filogenéticos de los genes involucrados en el intercambio genético se utilizó los programas 
JModelTest2 y PhyML (164,165). Para la búsqueda de plásmidos se utilizó la aplicación 
PlasmidFinder como también se procedió a la búsqueda de replicasas plasmídicas propias de 
Acinetobacter spp. mediante la utilización del programa BLAST (163,166). La identificación de 
profagos y secuencias fagícos se llevó a cabo mediante el uso del programa PHAST (167). En 
cuanto a la identificación de la secuencias de inserción (IS) se utilizó la base de datos ISFinder 
(168). Para la predicción de posibles genes de resistencia antibiótica se utilizaron la base de datos 
ARG-ANNOT y Genbank (169).  
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Para la determinación de las relaciones filogenéticas se utilizó la herramienta epidemiológica Multi-
locus sequence typing (MLST). Se utilizaron los esquemas propuestos por el instituto Pasteur (95) 
y por la universidad de Oxford (http://pubmlst.org/abaumannii/) (170). Los genes utilizados por el 
esquema propuesto por Bartual et al 2005 son: gltA (Citrato sintetasa), gyrB (Subunidad B de la 
ADN girasa), gdhB (glucosa deshidrogenasa B), recA (factor de recombinación homologa), cpn60 
(chaperona de 60 kDa), gpi (glucosa-6-fosfato isomerasa), rpoD (factor sigma de la ARN 
polimerasa) (170). Mientras que el esquema propuesto por  Diancourt et al 2010 mantiene solo tres 
genes del esquema propuesto por Bartual et al (170) (cpn60, gltA y recA) e incluye otros cuatro 
genes: fusA (Factor de Elongación EF-G), pyrG (CTP sintetasa), rplB (Proteína ribosomal 50S L2) y 
rpoB (Subunidad B de la ARN polimerasa) (95). Para la extracción de las secuencias codificantes 
de los genes correspondientes a ambos esquemas se utilizó el programa BLAST y Artemis 
(163,171). Los STs fueron determinados mediante la utilización del programa E-BURST (172) y la 
base de datos pubMLST, donde se encuentran ambos esquemas previamente enunciados. Las 
secuencias concatenadas fueron alineadas mediante ClustalX2 (173). El modelo de evolución fue 
determinado mediante el programa JModelTest2 (164) y el árbol filogenético fue construido 
mediante el método de Máxima Verosimilitud con el programa PHyML 3.0 (165). La visualización 
de los árboles generado por los programas previamente enunciados fue mediante el programa 
FigTree versión 1.4.2 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).  
Para el análisis comparativo de estructura proteica, se utilizó la metodología jFATCAT-rigid 
mediante el programa UCSF Chimera versión 1.8.1. La base de datos utilizada para la selección de 
las proteínas a realizar la comparación fue “protein database” (PDB) 
(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) 
Los estudios de rearreglos genómicos como también la identificación de Polimorfismos de Simple 
Nucleótido (SNP, Simple Nucleotide Polimorphism) fueron estudiados mediante el alineamiento 
progresivo con otros genomas completos disponibles en la base de datos GenBank. El 
alineamiento progresivo se realizó mediante el programa MAUVE versión 2.4.0 (174).  
Los SNPs fueron filtrados para eliminar aquellos que probablemente se alinearon indebidamente o 
fueron producto de error en la secuenciación. Para ello se tomaron las consideraciones propuestas 
por Snitkin et al 2011 (175).  
Los SNPs que fueron eliminados por filtrado fueron aquellos que:  
 Se detectaron en los genes anotados como fago, transposasa o integrasa.  
 Se identificaron en la región genómica anotado como fago por el programa de PHAST 
(176).  
 Se detectaron dentro de 20 pb del inicio o final de un contig.  
 Se encontraron en repeticiones en tándem de longitud mayor de 20 pb, según se 
determinó por el programa “exact-tándem” asociada con MUMmer (177).  
 Se presentaron en repeticiones inexactas. 
 Se encontraron dentro de dos posiciones del segundo posible SNP. 
 La posición de SNP fue de calidad ambigua o baja en cualquiera de los genomas 
alineados. 
 De una ventana de 10 pb que rodeó el posible SNP contenía más de dos llamadas de base 
de calidad ambigua o bajas.  
 De una ventana de 10 pb que rodeó el posible SNP contenía un A/T homopolímero. 
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9. Determinación de genes homólogos de transformación natural 
Para la búsqueda de los genes de transformación natural en Ab, se llevó a cabo un análisis de 
homología. En un primer paso, se realizó la búsqueda bibliográfica sobre los genes de 
transformación natural reportados en la literatura en los principales modelos bacterianos. En un 
segundo paso, se procedió a realizar la extracción de la base de datos Genbank de dichos genes 
que fueron comprobada su función en el mecanismo de transformación natural de los cuatro 
modelos bacterianos ampliamente estudiados (Vibrio cholerae El Tor N16961 (NC 002505-6), 
Bacillus subtilis str 168 (NC 000964), Neisseria gonorrhoeae FA 1090 (NC 002946), Haemophilus 
influenzae Rd KW20 (NC 000907)). En un tercer paso, se realizó la traducción “in sillico” mediante 
la utilización de la aplicación Translate Tool (http://web.expasy.org/translate/). Las secuencias 
aminoacídica, fueron obtenidas y conformaron una base de datos local capaz de ser utilizada por el 
programa BLASTp. Dicha base de datos fue realizada mediante el script del NCBI “makeblastdb” 
(163). Por último, la búsqueda de genes homólogos de transformación natural en el  genoma de Ab 
A118 secuenciado se llevó a cabo empleando el programa BLASTp y utilizando la base de datos  
por nosotros generada.  
Las consideraciones empleadas para determinar la homología de los genes estudiados en el 
genoma de Ab A118 fueron:  
i) La homología fue basada en la similitud de secuencia proteica, la posición de los genes 
en los operones y su función predicha; y   
ii) una cobertura aminoacídica de 70% e identidad aminoacídica de 30%, y valores de E-
value mayores a 10
-5
 en el análisis mediante BLASTp fue también un requisito 
 
A continuación, se determinó si los genes homólogos encontrados en la cepa A118, son 
intrínsecos a nivel de especie como también a nivel del género bacteriano. Para ello se utilizaron 
los genes de transformación identificados en la cepa A118 y se los buscó mediante BLASTp en 42 
genomas de Ab (completos como en “borrador”) tomados al azar de la base de datos Genbank y 8 
genomas de referencia del genero Acinetobacter (Acinetobacter sp. strain ADP1, A. baylyi DSM 
14961 (GCA 000368685), A. calcoaceticus RUH 2202 (GCA 000162035), A. haemolyticus CIP 64.3 
(GCA 000369065), A. johnsonii CIP 64.6 (GCA 000368045), A. junii CIP 64.5 (GCA 000368765), A. 
lwoffii NCTC 5866 (GCA_000369105), and A. nosocomialis 6411 (CP010368)). Se identificó tanto 
la presencia o ausencia de los respectivos genes como también la similitud a nivel de secuencia 
aminoacídica para determinar su nivel de conservación. El filtrado y agrupado de los resultados 
obtenidos se realizó utilizando la librería “gplots” del programa R Project.  
10. Ensayo de transformación natural 
Para determinar la capacidad de Ab de incorporar ADN exógeno, los ensayos de transformación 
natural fueron realizados siguiendo la metodología anteriormente propuesta por Ramírez et al 2010 
(143) y utilizando 100 ng del plásmido pDsRedAK. Para demostrar la capacidad de adquisición de 
ADN genómico fueron también realizados los ensayos de transformación utilizando ADN genómico 
proveniente de otros aislamientos de Ab multiresistente como también de otras especies 
bacterianas, Se utilizaron cantidades variables de ADN genómico (5-100 ng) para dichos ensayos. 
La selección de las células transformadas fue realizada con el antibiótico correspondiente 
considerando los determinantes de resistencia presentes en las cepas de las cuales se obtuvo el 
ADN genómico utilizado. La frecuencia de transformación natural (Transformantes/UFC) fue 
determinada como el número de células transformantes por ml (transformantes/ml) multiplicado por 
la cantidad de unidades formadoras de colonia por ml (UFC/ml). Para los ensayos de cinética de 
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transformación, se consideró a la frecuencia de transformación como el número de transformantes 
sobre el volumen total sembrado en la placa de medio con el antibiótico correspondiente 
(Transformante/ml) (130). Diferentes colonias de las células transformadas fueron tomadas y 
cultivadas en medio líquido para llevar a cabo la extracción de ADN plasmídico y cromosómico. 
Luego se realizó la reacción de PCR para verificar la presencia de los genes de resistencia 
presentes en el plásmido o ADN genómico utilizado en el ensayo de transformación (Fig 6). 
Diferentes condiciones fueron testeadas en los ensayos de transformación, como ser i) diferente 
temperatura de incubación, ii) cantidad de ADN, iii) composición del medio, etc. El fin de las 
diferentes condiciones fue poner en evidencia si alguna de las variables testeados favorecen o no 
la capacidad de transformación natural de Ab (Fig 6). 
 
Figure 6. Esquema de la metodología de un ensayo estándar de transformación natural donde se calculan 
frecuencia y eficiencia de transformación 
11. Desnaturalización por calor y digestión enzimática con tripsina de 
proteínas 
Para determinar la importancia de la estructura secundaria o superior en el aumento de la 
frecuencia de transformación mediada por la albumina sérica bovina (BSA), se procedió a realizar 
un tratamiento desnaturalizante con calor a la proteína nativa BSA. La desnaturalización por calor 
consistió en calentar en baño de agua a 100°C por 2 minutos la solución proteíca como fue 
descripto por Turapov et al 2008 (178) anteriormente. 
Por otro lado, la digestión enzimática con tripsina de la proteína BSA, fue realizada siguendo la 
siguiente metodología (178): 
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 La proteína BSA fue preparada en una concentración final de 10% (p/v) en solución de 
8mM de urea y 10 mM DTT. 
 La muestra fue calentada durante 60 minutos a 37°C en baño de agua. 
 La inhibición de la formación de puentes disulfuro se llevó a cabo mediante el 
agregado de iodoacetamida a concentración final de 55 mM y se realizó una  
incubación durante 45 minutos en oscuridad a temperatura ambiente.  
 Un segundo tratamiento con DTT a concentración final de 65 mM fue llevado a cabo y 
se realizó una incubación por 60 minutos. 
 Las muestras fueron luego diluidas con 20 mM de bicarbonato de amonio (NH4HCO3) 
en concentración final de 8 mM de urea.  
 Se procedió al agregado de 2 μg de tripsina a los 60 μl de la proteína químicamente 
desnaturalizada en los pasos anteriores e incubo durante 24 horas a 37°C. 
 Las muestras digeridas fueron analizadas en SDS-PAGE. 
12. Citometría de Flujo (FACS) 
Para la determinación de la capacidad de transformación natural, como también la comparación si 
existe alguna preferencia entre la incorporación de ADN simple cadena o doble cadena, se 
realizaron ensayos de transformación utilizando FACS. Para ello se llevó a cabo el ensayo de 
transformación natural previamente descripto utilizando DNA simple cadena marcada con Alexa-
488, el cual presenta una longitud de onda de emisión de 520 nm (verde). Las células fueron 
tratadas con FM5-95 (rojo), colorante que presenta una longitud de onda de emisión de 770 nm, 
con el fin de realizar la marcación de pared celular. Luego se procedió a la medición de la co-
marcación por FACS. El mismo ensayo con una sola marcación se realizó utilizando el plásmido 
pDsRedAk que le confiere la expresión del fluoroforo DsRed presentando una longitud de onda de 
emisión de 591 nm (rojo). Para la calibración de los voltajes del citometría se utilizaron células 
bacterianas de E. coli Top10 que expresaban de forma constitutiva los  fluoroforos GFP (Green 
fluorescence protein) (Verde) y DsRed (Rojo). Los resultados obtenidos de las diferentes muestras 
fueron analizados utilizando el software WinMDI versión 2.9. 
13. Microscopia Confocal 
Para confirmar los resultados obtenidos por FACS se procedió a la realizar microscopia confocal 
con el fin de visualizar la localización intracelular del ADN marcado. Para ello, se tomó una alícuota 
del ensayo de citometría de flujo del tratamiento tanto con DNA simple cadena como del ADN 
doble cadena y realizaron los preparados con las muestras. Una vez listos los mismos fueron 
inmediatamente observados en el microscopio confocal y se realizaron las respectivas capturas de 
imagen. El análisis de las imágenes obtenidas mediante dicha metodología fue realizada mediante 
el software imageJ versión 1.49m y LSM image browser versión 4.2.0.121. 
14. Extracción de ARN de cultivos bacterianos 
Para la realización de los estudios de expresión génica de alguno de los genes de competencia 
natural en las condiciones testeadas, hemos realizado extracción de ARN y la subsecuente 
retrotranscripción seguida de la reacción de PCR en tiempo real.  
 Se realizaron cultivos bacterianos en LB suplementado, sin suplementar o modificado 
en las cantidades de cada uno de sus componentes según las condiciones a testear. 
El cultivo bacteriano para la realización de la extracción se tomó en fase estacionaria 
tardía (idéntica condición usada para los ensayos de transformación).  
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 Las muestras fueron centrifugadas a 14000 rpm a temperatura ambiente por 1 minuto 
y luego los sobrenadantes fueron descartados.  
 Las muestras fueron resuspendidas en 750 μl buffer lisis (0,3 M Acetato de Sodio pH 
4,0; 30 mM EDTA; 3% (p/v) SDS) y fueron incubadas durante 2 minutos a 100°C para 
la ruptura de las células bacterianas.  
 750 μl fenol (equilibrado a pH 4,0 con 50 mM Acetato de Sodio) fueron agregados a las 
células y se procedió a mezclar vigorosamente por agitación.  
 Las células fueron incubadas 5 minutos a 65°C y finalmente se centrifugaron a 12.000 
rpm a 4°C por  15 minutos, para permitir la separación de la fase organica-interfase, de 
la fase acuosa conteniendo el ARN.  
 La fase acuosa se transfirió a un tubo eppendorf estéril.   
 Se repitió  el  tratamiento con fenol y las células fueron incubadas 5 minutos a 65°C y 
se centrifugaron a 12 rpm a 4°C por 15 minutos. Finalmente, la fase acuosa se 
transfirió a un tubo eppendorf estéril. 
 Luego la muestra se expuso a un tratamiento con cloroformo agregando 750 μl a la 
fase acuosa y se mezcló vigorosamente durante 20 segundos. 
 A continuación se llevó a cabo la centrifugación a 12.000 rpm a 4°C por 15 minutos, 
permitiéndonos la separación en dos fases.  
 Se transfirieron la fase superior a un tubo eppendorf estéril y se realizó precipitación 
agregando 2 volumenes de etanol  absoluto.  
 Se procedió a realizar un lavado del botón de ARN con Etanol 70% (v/v) y  se  incubó 
el mismo a temperatura ambiente durante tiempo necesario para el secado del botón 
de ARN.  
 El ARN fue resuspendido en 50 μl de agua libre de nucleasas (DEPC-Agua) y se 
mezclaron las muestras pasando a través de la pipeta varias veces.  
 Se realizaron tratamientos a las muestras con DNAsa (Promega, WI, USA), para la 
eliminación de las trazas de ADN de las muestras. Para ello, se mezcló los 
componentes de reacción según se detalla en la tabla 4. La reacción fue incubada a 
37°C durante 60 minutos. 
 Se agregaron 2 μl de solución Stop (Promega, WI, USA) y se incubo a 65°C durante 10 
minutos.  
Para la confirmación del éxito del tratamiento con DNAsa se procedió a la realizar la reacción de 
PCR usando los cebadores  universales EU16SF-R (Tabla 1, 2, 3). Para evaluar la concentración y 
calidad de la muestra de ARN se realizaron las mediciones por espectrometría de masa a 
absorbancias de 260 y 280 nm. Se consideró que la purificación fue óptima si la relación 
Abs260nm/Abs280nm resulto entre 1.8 y 2. La concentración de ARN en las muestras se 
determinó mediante la relación: Abs260nm = 1 equivalente a 40 μg/ml de ARN. Para evaluar la 
integridad del ARN, se procedió a la realización de un gel de agarosa a la concentración de 1,5 %.  
Tabla 4. Tratamiento con ADNasa de las muestras de ARN. 
Componentes de reacción Volumen 
RQ1 RNase-Free DNase 10X Reaction Buffer 2 μl 
RQ1 RNase-Free DNase 2 μl 
Templado de ARN en agua libre de nucleasas 16 μl 
Volumen final 20 μl 
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15. Preparación de ADN complementario (ADNc) a partir del ARN total 
Las reacciones de retrotranscripción (RT) se realizaron a partir de 1 μg de ARN utilizando el kit de 
síntesis ADNc M-MLV transcriptasa reversa (Promega, WI, USA)  y hexámeros de primers 
(Biodynamics, BsAs, ARG). La reacción completa posee dos etapas: RT1, etapa en la cual se lleva 
a cabo la unión de los cebadores al templado; y RT2, la cual consiste en la preparación de una pre-
mezcla de los reactivos componentes de la reacción y 5 μl producto de la etapa RT1. Las 
concentraciones y volúmenes de reacción son detallados en la Tabla 5.  
Tabla 5. Reacción de síntesis de ADNc 
Reacción Componentes Volumen 
RT1 Templado de ARN(250 ng/μl) 4 μl 
 Cebadores Random 1 μl 
Incubación a 70°C durante 5 minutos 
RT2 Agua libre de nucleasas 11,07 μl 
 M-MLV 5X Reaction Buffer 2,5 μl 
 dNTPs (10 mM de cada uno) 0,62 μl 
 Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor 0,31 μl 
 M-MLV RT 0,5 μl 
Incubación a 37°C durante 60 minutos 
Volumen Final  20 μl 
 
Las muestras de ADNc obtenidas fueron conservadas a -20°C hasta ser procesadas. Dichos ADNc 
fueron testeados mediante reacción de PCR del gen 16S rDNA usando los cebadores EU16SF-R 
(Tabla 1, 2, 3). Se utilizó 2 μl de ADNc por reacción y agua como control negativo.  
Alícuotas de 10 μl de cada reacción de PCR fueron analizadas en gel de agarosa al 2% 
conteniendo 10 mg/ml de bromuro de etidio. La corrida se realizó en buffer TBE a 80-90 V. Se 
corrió en paralelo el marcador de peso molecular de 100 pb que permitió determinar el tamaño de 
cada fragmento de amplificado. El tamaño del fragmento esperado para la amplificación del gen 
16S ADN ribosomal: 112 pb.  
16. RT-PCR en tiempo real 
La PCR de tiempo real permite visualizar el progreso de la reacción y al mismo tiempo cuantificar el 
producto de amplificación debido a que en la mezcla de reacción se encuentra incluido el reactivo 
EvaGreen (Solis Biodyne) que es capaz de fluorecer cuando se une a ADN doble cadena. La 
fluorescencia se incrementa en cada ciclo debido a que se acumula el producto de amplificación 
por PCR. Durante la reacción se determina el número de ciclo al cual se incrementa la 
fluorescencia en forma exponencial. El punto en la curva en el cual la fluorescencia cruza el umbral 
se lo denomina CT (Cycle threshold) y este valor se comporta inversamente proporcional a la 
concentración de ARN mensajero (ARNm) en la muestra. Para corroborar que la amplificación fue 
específica, se debe primero realizar una curva de disociación, donde cada par de cebadores y 
cada producto de amplificación, posee un valor particular de temperatura de disociación (Td). Esta 
curva permite visualizar dímeros de cebadores, los cuales presentaran un Td menor al producto de 
amplificación esperado ya que son fragmentos de menor cantidad de pb, así como también se 
pueden visualizar fragmentos de ADN contaminantes. Dicha curva fue por nosotros realizada. 
Mediante dicha metodología, se determinaron los niveles de expresión de los genes comEA y pilQ 
utilizando la pre-mezcla 5x HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix Plus (ROX) (Solis-Biodyne, 
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Tartu, Estonia) (Tabla 6 y 7). Los datos cuantitativos de expresión génica fueron evaluados por 
cuantificación relativa utilizando como método de análisis el método comparativo de 2
-ΔΔCt
 
(179,180). Las muestras serán normalizadas utilizando el gen 16S ADN ribosomal. 
Tabla 6. Reacción de PCR en tiempo real 
Reactivos Stock Final 
5x HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR 
Mix Plus (ROX) 
5x 1x 
Cebadores (cada uno) 10 pmol/μl 80-200 nM 
ADN 100 ng/ μl 0,1-10 ng/ μl 
Volumen Final  20 μl 
Tabla 7. Ciclo de Reacción de PCR en tiempo real 
Etapas Temperatura Tiempos Ciclos 
Desnaturalización inicial 95°C 15 minutos 1 
Desnaturalización 95°C 15 segundos 
40 Apareamiento(“annealing”) 52°C 20 segundos 
Elongación 72°C 30 segundos 
 
17. Consideraciones estadísticas 
Los resultados fueron analizados usando el programa GraphPad Prism 5 o R Project versión 3.0.2 
(https://www.r-project.org/). Para cada tipo de análisis se informa el número de ensayos 
independientes realizados y la desviación estándar. Para determinar si los datos a comparar 
presentaban distribución normal, se realizó la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov. Los 
datos de las muestras que presentaron distribución normal fueron analizados mediante la prueba t 
de student. Los datos que no presentaron una distribución normal se analizaron con la prueba de 
Mann-Whitney no paramétrica. Al realizar comparaciones de más de dos grupos de datos se utilizó 
análisis de varianza, ANOVA (paramétrico o no paramétrico, dependiendo del tipo de distribución 
que presentaron los datos) y post-prueba para evaluar las diferencias de a pares de grupos de 
datos. En todos los casos, la diferencia fue considerada significativa cuando p fue <0.05. 
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RESULTADOS 
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Parte 1. Análisis genómico de la cepa Acinetobacter baumannii  
(Ab) XDR Ab33405 con pigmentación azul-índigo  
1.a) Características genómica de la cepa índigo-pigmentado XDR Ab 
Ab33405 
La cepa Ab Ab33405 se caracteriza por presentar una pigmentación azul-índigo (Fig. 7)  y ser 
resistente a una gran variedad de antibióticos, tales como, trimetropima-sulfametozasol, amicacina, 
ceftazidima, cefemipima, ciprofloxacina, pipercilina-tazobactam, imipenem, merompenem y 
gentamicina; siendo considerado un aislamiento con extrema resistencia a antibióticos (XDR) 
según los criterios establecidos por Magiorakos et al (156).  
La cepa fue aislada de un brote en el año 2012 en el hospital Interzonal de Agudos Eva Perón de 
San Martín en la provincia de Buenos Aires en el servicio de unidad coronaria. La misma fue 
recuperada de una muestra respiratoria (Mini-BAL) de un paciente masculino de 65 años de edad 
que sufrió una infección nosocomial como consecuencia de una cirugía donde se le estaba 
realizando un injerto de bypass de arteria coronaria. El aislamiento fue identificado por cuatro 
metodologías diferentes para determinar la especie bacteriana del mismo.  
Las metodologías utilizadas fueron: i) método automatizado Vitek 2 compact, el cual arrojo un 
bionumber de 0201010303500352, sugiriendo con un 99% de probabilidad de que el aislamiento 
pertenezca al Complejo Acinetobacter baumannii-calcoaceticus.; ii) técnica de ARDRA (amplified 
ribosomal DNA restriction analysis), obteniendo un patrón 11123, el cual es característico de la 
especie Ab; iii) secuenciación del gen 16S rDNA (número de acceso en GenBank: KF410895) 
obteniendo un 99% de identidad nucleotídica con Ab (número de acceso en GenBank: CP003846); 
iv) por último se realizó la secuenciación del gen rpoB (número de acceso en GenBank: KF410896) 
obteniéndose un 100% de identidad nucleotídica con la especie Ab (número de acceso en 
GenBank: DQ207471) 
 
Figura 7. Fotografía donde se evidencia la pigmentación índigo de la cepa Ab Ab33405. 
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Una vez correctamente identificado, y dadas las características particulares de esta cepa, se 
decidio llevar a cabo la secuenciación del genoma completo. Se obtuvieron 1,615,755 pares de 
reads de alta calidad con un tamaño promedio de 327 pb. Luego del ensamblado de los mismos, 
se obtuvieron 115 contigs resultando el tamaño del genoma de 3.923.578 pb, con un tamaño de 
contig N50 de 158.215 siendo el contig de mayor tamaño de 355.285 pb. El porcentaje de contenido 
de GC obtenido fue de 39,06%, correspondiéndose con lo esperado para la especie Ab. 
Utilizando el servidor RAST se predijeron 3741 secuencias codificantes a las cuales en 2712 
(72,5%) se logró establecer alguna función biológica, mientras que en 1029 (27,5%) no se pudo 
establecer aun una función conocida. Las mismas fueron denominadas como proteínas hipotéticas.  
 
El agrupamiento en grupos ortólogos (COGs, según sus siglas en ingles) de genes  permitió ubicar 
el 75,36% en al menos 1 grupo de genes ortólogos. El agrupamiento basados en la base de datos 
KEGG utilizando la jerarquización en base a función y localización en sistemas biológicos nos 
permitió realizar la anotación del 49.4% (1851/3741 secuencias codificantes). Este agrupamiento 
basando en la reconstrucción mediante módulos nos permitió establecer 86 vías o procesos 
celulares considerados como completas en sus componentes y 92 vías o procesos celulares 




Figura 8. Representación circular  del genoma de Ab Ab33405 donde se representan las categorías 
funcionales COGs, GC skew y el contenido de GC a lo largo del genoma. Anillo 1: representación de los 
COGs en la cadena positiva; Anillo 2: representación de los COGs en la cadena negativa; Anillo 3: 
representación del contenido de los nucleótidos GC; Anillo 4: representación del GC skew. La representación 
gráfica se realizó mediante el software circos. El cálculo del contenido de GC y GC skew se realizó mediante 
el software Artemis.  
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Se procedió a realizar el análisis del pan- y core-genoma (genoma central) utilizando para llevar a 
cabo la comparación 17 genomas completos disponibles en la base de datos GenBank (Tabla 8).  
El análisis mostró 1898 genes compartidos con todos los genomas utilizados mientras que 250 
genes fueron solo encontrados en la cepa en estudio. Entre los 250 genes únicos encontrados en 
Ab335405, 50% pertenecieron a secuencias de origen fágico y 20% resultaron secuencias que 
codificaban para proteínas de función desconocida.  
Tabla 8. Genomas utilizados para realizar la comparación genómica de Ab33405. 








(IP / UO) Número de 
acceso de 
GenBank 
AYE 4.04873 39.34 3725 ST1 / ST231 CU459141 
1656-2 4.02311 39.08 3733 ST2 / ST423 CP001921 
AB307-0294 3.76098 39 3363 ST1 / ST231 CP001172 
AB030 4.33579 39 4155 ST79 / ST758 CP009257 
AB031 3.80332 39.20 3472 ST638 / ST1000 CP009256 
AB0057 4.05924 39.19 3669 ST1 / ST207 CP001182 
AbH12O-A2 3.87577 39.10 3673 ST79 / ST924 CP009534 
ACICU 3.99676 38.90 3802 ST2 / ST427 CP000863 
MDR-TJ 4.15341 39.07 4011 ST2 / ST369 CP003500 
MDR-ZJ06 4.01143 39.04 3688 ST2 / ST643 CP001937 
TCDC-AB0715 4.13079 38.9 3844 ST2 / ST218 CP002522 
TYTH-1 3.95737 39 3628 ST2 / ST455 CP003856 
LAC-4 3.96844 38.99 3633 ST10 / ST447 CP007712 
IOMTU433 4.19032 39.12 3868 ST622 / ST919 AP014649 
D1279779 3.7117 38.99 3524 ST267 / ST942 CP003967 
ATCC17978 4.0067 38.94 3673 ST437 / ST112 CP000521 




CDS: secuencia codificante 
c 
ST: Secuencio tipo ; IP: esquema MLST del instituto Pasteur; UO: esquema MLST de la Universidad de 
Oxford 
También se detectó la presencia de 62 ARNt en el genoma de Ab Ab33405, presentando 
cantidades de estos genes comparables con los otros genomas disponibles en la base de datos 
genbank. Mediante el uso de la técnica epidemiologica MLST (Multi locus sequence type), la cepa 
Ab33405 mostró pertenecer al secuencio tipo (ST) ST227/CC113 dentro del esquema de Bartual. 
Mientras que para el esquema de MLST establecido por el Instituto Pasteur, la cepa Ab33405 
perteneció al ST79 (Fig. 9).  
Se puede observar que la cepa Ab33405 está estrechamente relacionada filogenéticamente con 
las cepas AB030 (ST79, Canadá) y H12O-A2 (ST79, España), sugiriendo que dicho ST no es 
exclusivo de una región determinada. El agrupamiento del ST79 se encuentra relacionado con los 
ST2 (ICL2, ampliamente distribuido mundialmente), ST267 (D1279779, Australia), ST437 
(ATCC17978) y ST622 (IOMTU 433, Vietnam) (Fig. 9). 
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   Figura 9. Árbol filogenético de MLST utilizando el esquema del instituto Pasteur, realizado mediante el 
método máxima verosimilitud con el modelo de evolución molecular Hasegawa, Kishino y Yano con la 
estimación de proporción de sitios invariable fija (HKY+I). Para graficar el árbol filogenético se utilizó el 
software FigTree versión 1.4.2. 
1.b) Análisis de polimorfismo de simple nucleótido de Ab Ab33405 
comparando con el genoma de Ab AYE, ACICU, AB030 y AbH12O-A2 
Con el fin de analizar la variabilidad genética presente en el genoma de nuestra cepa, Ab33405, se 
llevó a cabo la determinación de los polimorfismos de simple nucleótido (SNP, Simple Nucleotide 
Polimorphism), comparando nuestro genoma con cuatro genomas de Ab. Los genomas incluidos 
para el presente análisis fueron: Ab AYE (CU459141) y ACICU (CP000863), los cuales son dos 
representantes de los linajes clónales internacionales 1 y 2 (CI1 y CI2), clones ampliamente 
distribuidos a nivel mundial, y los genomas de las cepas que resultaron más cercanas 
filogenéticamente por MLST Ab AB030 (CP009257) y AbH12O-A2 (CP009534).  
El número de SNPs identificados comparando con AYE, ACICU, AB030 y AbH12O-A2 fue 
69541(1.77%), 63931(1.63%), 19365(0.49%) y 18830(0.47%), respectivamente. Los SNPs fueron 
identificados en 2933 (77%), 2941(77%), 681(18%) y 652(17.24%) genes con respecto al genoma 
de Ab AYE, ACICU, AB030 y AbH12O-A2.  
Se determinaron 6 regiones con alta densidad de SNPs con respecto a los genomas AbH12O-A2 y 
AB030 que se indican en el figura 10. La región 1 mostró múltiples eventos de recombinación 
exponiendo ser la región más variable. Esta región contiene al locus K, encargado de la síntesis 
del polisacarido capsular (antígeno K), como también otros genes involucrados con la virulencia en 
la virulencia de Ab. En la región 2 se encontró localizado el gen blaADC-like involucrado con la 
resistencia a β-lactámicos y genes involucrados con el transporte de potasio y magnesio. En la  
región 3  se identificaron genes involucrados con el metabolismo de aminoácidos como también 
dos genes involucrados en la síntesis de una bomba de eflujo tipo RND. En la región 4 se ha 
identificado genes involucrados con la adquisición de hierro.  La región 5 contenia genes 
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encargados de la síntesis del pilus tipo IV y genes involucrados en el metabolismo de aminoácidos. 
Por último, la región 6 contiene reguladores genéticos como sistemas de dos componentes tipo 
ompR/EnvZ. También en dicha región se encuentran genes involucrados con metabolismo de 
purinas y transporte de compuestos inorgánicos. Además, se encontraron dentro de las regiones 1 
y 3 los genes gyrB y rpoB, respectivamente. Dichos genes que se encuentran incluidos dentro del 
esquema de MLST de UO e IP. 
Al comparar la distribución de los SNPs con respecto a los representantes del CI1 y CI2 se 
observan mayores cambios (mayor número de SNPs) con una distribución homogénea de estos 
cambios a lo largo del todo el genoma (Fig. 10).  
 
Figura 10. Distribución en el genoma de Ab33405 de los SNPs comparando frente AB030 (ST79), AbH12O-
A2 (ST79), AYE (ST1) y ACICU (ST2). Los cuales estos últimos dos, son los representantes de los linajes 
clónales internaciones 1 y 2, ampliamente distribuidos a nivel mundial. La figura fue realizada mediante la 
utilización del programa Circos y los SNPs fueron determinados mediante el programa Mauve. 
1.c) Factores de virulencia y determinantes de resistencia antibiótica y su 
entorno en la cepa Ab Ab33405 
Con el fin de caracterizar en más detalle las características y contenido genético dicha cepa, 
procedimos, en una primera instancia, a realizar la identificación de genes vinculados con la 
resistencia antibiótica en el genoma de Ab33405 utilizando la base de datos ARG-ANNOT. Dicha 
base de datos es una base de datos específica para la detección de genes de resistencia 
antibiótica. Nuestro análisis detecto la presencia de 12 genes relacionados con la resistencia 
antibiótica presentes en el genoma de Ab33405 (Tabla 9).  
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% de Identidad aminoacídica frente 
a la base de datos ARG-ANNOT 
Número de acceso 
en GenBank 
Clase de antibiótico a la que 
confiere resistencia 
blaADC-like 99.98 NC_010410 ß-lactamico 
blaTEM-183 99.88 HQ529916 ß-lactamico 
aadA1 99.50 JQ690540 Aminoglucósidos 
sat2 100.00 X51546 Aminoglucósidos 
dfrA1 100.00 JQ794607 Trimetoprima 
blaOXA-65 100.00 AY750908 ß-lactamico 
blaOXA-23 100.00 EF120622 ß-lactamico 
floR 99.84 AKLJ01000508 Floranfenicol 
strB 100.00 FJ474091 Aminoglucósidos 
sul2 100.00 EU360945 Sulfonamidas 
strA 100.00 AB366441 Aminoglucósidos 
aphA6 99.87 JF949760 Aminoglucósidos 
 
Se detectaron cuatro genes relacionados con la resistencia a antibióticos ß-lactamicos tales como -
blaOXA-23, blaOXA-65 (blaOXA-51-like), blaTEM-183 (blaTEM-1-like) y blaADC-like (Tabla 9). Dichos genes se 
evidenciaron en diferentes entornos genéticos, asociados algunos de ellos a elementos genéticos 
móbiles. Por ejemplo, el gen blaTEM-183 se encontró conformando el transposon complejo Tn3.  
En lo que respecta al gen blaOXA-23 se encontró la ISAba1 aguas arriba del mismo seguido de la 
secuencia correspondiente una ATPasa. La estructura encontrada resulto idéntica a la descripta 
para el transposón Tn2008, ISAba1-blaOXA-23-ΔATPase, estando presentes ambas repeticiones 
invertidas (RI). La ISAba1 localizada aguas arriba, aporta una secuencia promotora la cual 
favorece una mayor expresión de dicho gen y contribuye con un fenotipo que posee valores más 
elevados de concentración inhibitoria miníma (CIM) hacia los carbapenemes según lo reportado 
por Wang et al 2011 (181).  
En lo que respecta a la resistencia a aminoglucósidos, como se expone en la tabla 9, se han 
detectado cinco genes relacionados con dicha resistencia.  Los genes encontrados fueron aphA6, 
strA, strB, aadA1 y sat2. El gen aphA6 se observó flanqueado por la secuencia de inserción 
ISAba125 formando así transposón compuesto TnAphA6 previamente reportado por Nigro et al 
2011 (182). En lo que respecta a los genes aadA1 y sat2 los mismos se encontraron formando 
parte del típico integrón de clase 2 el cual esta embedido en el transposón Tn7. Dicho integron 
poseía la integrasa de clase con el codón stop característico y el gen cassette dfrA1, que confiere 
resistencia a trimetoprima, también localizado en la región variable del mismo. 
Otro de los genes encontrado en el genoma de Ab33405 y también asociado a elementos móviles, 
es el gen floR, el cual confiere resistencia a floranfenicol. Dicho gen se encontró flanqueado aguas 
abajo por la secuencia de inserción ISCR2 y el gen sul2 codifcante para resistencia a 
sulfonamidas, y aguas arriba por una relaxasa (traD), y la secuencia de inserción IS1006 e 
ΔISCR2.  Además, 8000 pb aguas arriba del gen floR se encontró la presencia de dos genes 
relacionados con la resistencia a aminoglucósidos, strA y strB, formando una estructura particular 
(Fig. 11). Este arreglo genético fue únicamente descripto para la cepa de Proteus mirabilis 
ESBL4969 (KU302354), sin embargo han sido descriptas estructuras genéticas similares en el 
cromosoma de Ab LAC-4 (CP007712), Ab04-mff, AB031 (CP009256) como también en plásmidos 
de otras especies bacterianas, por ejemplo: Escherichia coli SHP45 (KU341381) y el Klebsiella 
pneumoniae K1HV (HF545434) y Salmonella entérica C629 (CP015725) (Fig. 11). 
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Figura 11. Comparación de la estructura genética en los que se localiza los genes sul2, floR, strA y strB de la 
cepa Ab33405 frente a estructuras genéticas similares presentes P. mirabilis (KU302354), Ab LAC-4 
(CP007712) y E. coli SHP45 (KU341381). La ΔISCR2* (403 pb) representa una secuencia con un menor 
tamaño que la ΔISCR2 (837 pb). 
En segunda instancia, con el fin de contribuir con la detallada caracterización de la cepa, 
procedimos a predecir los genes relacionados con la virulencia y también hemos analizado sus 
respectivos entornos genéticos.  
La identificación y búsqueda de los genes de virulencia se llevó a cabo mediante la utilización de la 
base de datos VFDB. Para la correcta identificación de los genes de virulencia se consideró una 
identidad aminoacídica mínima de 30% y una cobertura mayor de 75%. Se determinó la presencia 
de 85 genes relacionados con virulencia en el genoma de Ab33405 (Tabla 10). A partir de la 
identificación de los genes de virulencia hallados en el genoma de Ab33405, se llevó a cabo una 
exhaustiva búsqueda bibliográfica con el fin de establecer si la función en lo que respecta a la 
virulencia ya ha sido descripta previamente en Ab. De los 85 genes encontradas en Ab33405 con 
potencial función asociada a virulencia, solo en 60 (70.58%) de los genes fue demostrado 
experimentalmente previamente su aporte en la virulencia en Ab.  
Dentro de los genes encontrados y en los cuales fue previamente demostrada su función biológica 
y pertenecen a un operón o estructura genética característica, procedimos a describir la plataforma 
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Tabla 10. Genes relacionados con la virulencia en Ab33405 utilizando la base de datos VFDB 
Proteína Identidad (%) 












en la literatura 
Referencia 
Proteína sensora 99,81 Si BfmS, sensor de 
respuesta del 




LpxC 100 Si Biosíntesis de LPS (184,185) 
Proteína relacionada con el módulo 
péptido no ribosomal sintetasa 




Enzima relacionada con la arilación 
peptídica 












Proteína de la familia 
transportadora ABC 








Proteína BasH relacionada con la 
biosíntesis de acinetobactin 












Malato sintetasa G 59,89 No   
Proteína SbnF relacionada con la 
biosíntesis del sideróforo 
sthaphylobactin AcsC 
(achromobactin) 





Sintetasa LpxB lípido-A-disacárido 100 No   
Lauroyl/myristoyl 
acyltransferasasa 






Fosfolipasa C 99,01 Si Citotoxicidad frente 
a células epiteliales 
(188) 
Proteína tirosina quinasa 100 Si Locus capsular K o 
PScg 
(89,90) 
Proteína de membrana externa 100 Si Locus capsular K o (89,90) 
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PScg 
Proteína WecC 99,71 Si Locus capsular K o 
PScg 
(89,90) 
Proteína MviM 100 Si Locus capsular K o 
PScg 
(89,90) 
Proteína WecE 98,97 Si Locus capsular K o 
PScg 
(89,90) 
Translocasa O-antígeno 96,8 Si Locus capsular K o 
PScg 
(89,90) 
Glicosiltransferasa 100 Si Locus capsular K o 
PScg 
(89,90) 
Glicosiltransferasa 98,11 Si Locus capsular K o 
PScg 
(89,90) 
Proteína hipotética 99,22 Si Locus capsular K o 
PScg 
(89,90) 
GalU 100 Si Locus capsular K o 
PScg 
(89,90) 
Udg 99,76 Si Locus capsular K o 
PScg 
(89,90) 
Proteína hipotética 99,64 Si Locus capsular K o 
PScg 
(89,90) 
UDP-glucosa -4-epimerasa galE 99,41 Si Locus capsular K o 
PScg 
(89,90) 
Glutamato deshidrogenasa 87,71 Si Locus capsular K o 
PScg 
(89,90) 
Proteína hipotética 98,9 Si Locus capsular K o 
PScg 
(89,90) 
Regulador transcripcional de la  
familia LuxR 
100 No   
Glicosiltransferasa 98,63 No   
Aciltransferasa relacionado con la 
biosíntesis del lípido A  
99,68 Si Acetilación del lípido 
A 
(184) 
GTP pirofosfoquinasa ((p)ppGpp 
sintetasa I) RelA respuesta al 
estrés estricto 




Proteína E vía de secreción general 
(XcpR) 
65,15 No   
Ureasa UreB 62,5 No   
Receptor salmochelin IroN 52,08 Si FepA – Producción 
de enterobactin 
(190) 
Proteína putativa relacionada con 
TonB  




Proteína hipotética 100 No   
Proteína hipotética 100 No   
Receptor de membrana externa 100 No   




100 No   
Regulador transcripcional 100 No   
Proteína PilT 84,88 Si Motilidad (145) 
Proteína PilU 71,95 Si Motilidad (145) 
Proteasa ClpE ATP-dependiente 44,44 No   
Fosfopiruvato hidratasa 59,77 No   
D-alanil-D-alanina carboxipeptidasa 99,7 No   




99 Si Formación de 
biopelícula 
(192) 
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Proteína Bap 
Proteína HtpB Hsp60  73,09 No   
Glicosiltransferasa 100 Si Formación de 
biopelícula  Locus 
PgaABCD 
(193) 
xylanasa/chitin deacetilasa 99,18 Si Formación de 
biopelícula  Locus 
PgaABCD 
(193) 
Proteína PgaA 99,5 Si Formación de 
biopelícula  Locus 
PgaABCD 
(193) 















endopeptidasa Clp ATP-de unión a 
la cadena C (ClpC) 
47,92 No   
Fosfolipasa D  100 Si Resistencia al suero 
humano, invasión en 
células epiteliales y 
patogénesis 
(196) 
Proteína de membrana externa 
Omp38 precursor 
99,72 Si Inducción de 
apoptosis en células 
epiteliales 
(197) 
Proteína PilJ 52,15 No   
Regulador de respuesta  52,72 No   
metaloendopeptidasa PepO 46,75 No   
Factor de elongación Tu (Tuf) 72,84 Si Evasión del sistema 
de complemento 
(198) 
Fosfolipasa C 98,79 Si Citotoxicidad frente 
a células epiteliales 
(188) 
UDP-3-O-[3-hidroximiristoil] 
glucosamina N-aciltransferasa lpxD 
99,72 Si Biosíntesis del LPS (184,185) 
LpxA 100 Si Biosíntesis del LPS (184,185) 
Proteína TssH/ClpV/BscF putativa 
(sistema de secreción tipo VI)  
58,39 Si Sistema de 
secreción tipo VI 
(199) 
Proteína TssM/IcmF/BscB putativa 
(sistema de secreción tipo VI) 
42,11 Si Sistema de 
secreción tipo VI 
(199) 
Proteína TssC/BscK putativa 
(sistema de secreción tipo VI) 
67,92 Si Sistema de 
secreción tipo VI 
(199) 
Catalasa/peroxidasa HPI 59,69 No   
Proteína PilB fimbria tipo IV  59,75 No   
Proteína PilC pilus tipo IV 60,64 No   
Glutamato-1-semialdehido-21-
aminomutasa 
63,59 No   
Diaminobutirato--2-oxoglutarato 
aminotransferasa AscF 
71,3 Si Sistema de clivaje 
de espermidina 
(200) 
Proteína relacionada con la 
utilización del acinetobactin 
99,24 Si Biosíntesis del 
sideróforo 
(186,201) 
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acinetobactin 
Proteína basa relacionada con la 
biosíntesis de acinetobactin 








Permease BauD sistema de 
transporte de acinetobactin férrica  








Proteína  de unión a ATP BauE 
sistema de transporte 
acinetobactin férrica 




Proteína de unión a acinetobactin 
férrica 














52,58 No   
* , VFDB:  virulence factor database 
Entre los factores involucrados en la virulencia de Ab ya descriptos, se identificaron genes 
implicados en la formación de biopelícula que contribuirían también a la resistencia a antibióticos.  
Se identificó la proteína relacionada con biopelícula Bap con una identidad aminoacídica del 98% 
con la proteína bap de Ab AB307-0294 (EU117203). El operón conformado por los genes csuA/B, 
csuA, csuB, csuC, csuD y csuE que codifican para la fimbria chaperona-acomodador CU posee 
una identidad aminoacídica de 99-100% en cada una de la proteínas con Ab AbH12O-A2 (A.N. 
CP009534), con la configuración genética típica de este locus. También, hemos identificado la 
presencia del sistema de dos componentes que está involucrado en la regulación de los genes csu, 
denominados bfmSR, con una identidad aminoacídica de 100 % con Ab AbH12O-A2 (A.N. 
CP009534). 
También se detectó la presencia del grupo de genes ade que comprende las bombas de eflujos 
AdeIJK que confieren resistencia a múltiples antibióticos y la formación de biopelículas se 
encuentra afectada en relación a la expresión de sus componentes (202). Los genes adeIJK 
mostraron una identidad aminoacídica de 100% con Ab AbH12O-A2 (A.N. CP009534). Sin 
embargo, no se ha detecto la presencia del grupo de genes adeABC y adeRS, que se encuentra 
reportado ampliamente distribuido en Ab (106,203–205).  
Para la biosíntesis del sideróforo acinetobactin son responsables una gran cantidad de grupo de 
genes, entre los que se puede nombrar los grupos de genes entAB, bauDCEBA, tonB, entre otros. 
Se observó la presencia de los genes entA y entB, los cuales están involucrados en el fenotipo 
virulento en Ab, vinculados con la síntesis del sideróforo acinetobactin, en el cual se identificó una 
identidad aminoacídica con EntA de 100% con Ab ACICU (CP000863) y con EntB de 100% con Ab 
ZW85-1 (CP006768.1).  
~ 44 ~ 
Asimismo, se observó la presencia de tres copias de genes tonB (tonB1-3) relacionados con el 
sistema de transducción con una identidad  aminoacídica de 99%, el contexto en el que se 
encontraron presentes dichos genes fueron iguales a los reportados por Zimbler et al 2013(191). A 
su vez se identificó una copia del gen tonB con un contexto distinto al caracterizado por Zimbler et 
al 2013 (191). También se detectó la presencia del locus bauDCEBA reportados por Zimbler et al 
2009 (201) relacionado con el trasporte del acinetobactin férrico dentro del citoplasma como 
también de los genes bauF, barAB, y basABCDEFGHIJ. Esta estructura presento una alta 
homología tanto en estructura como en secuencia génica con respecto a la cepa Ab AbH12O-A2 
(CP009534) y con la cepa de referencia Ab ATCC 19606 (AB101202) con una identidad de 98% y 
97% a nivel nucleotídico, respectivamente.   
También se observó que dicho locus (bauDCEBA) presenta una gran variabilidad genética dentro 
de la especie Ab, observándose un rango de identidad nucleotídica de 99-97% con un cobertura de 
alineamiento de 95-100%. Asimismo, al comparar la estructura genética del locus bauDCEBA, se 
observó la presencia de estructura homologas en otras especies de Acinetobacter, tales como A. 
pitti IEC338SC (CP015145) con una identidad nucleotídica 95%, A. calcoaceticus PHEA-2 
(CP002177) con una identidad nucleotídica de 95% y A. haemolyticus (AB621369) con una 
identidad nucleotídica de 80% (Fig. 12).  
 
Figure 12. Comparación de la estructura genética del locus encargado de la biosíntesis del sideróforo 
acinetobactin. Se representa el genoma Ab33405 comparando contra las estructuras presentes en el genoma 
de referencia de Ab ATCC 19606 y tres genomas de otras especies de Ab donde se evidencio la presencia de 
un locus con una gran similaridad al presente en Ab. La comparación se realizó mediante el software blast 
versión 2.2.31 y la representación gráfica mediante el software EasyFig versión 2.1. 
Por otro lado se identificó otra plataforma genética capaz de producir otro sideróforo denominado 
baumannoferrin. La plataforma genética que codifica para el sideróforo baumannoferrin se 
encuentra ampliamente distribuido entre los genomas de Ab, presentando una identidad 
nucleotídica que varía entre 99-100%. Esta estructura, se encontró también en un único genoma 
perteneciente a A. calcoaceticus NCTC7364 (LT605059.1), presentando una identidad nucleotídica 
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con la plataforma genética de baumannoferrin hallada en Ab33405 de 99% y un 100% de cobertura 
en su alineamiento (Fig 13). 
 
Figura 13. Comparación de las estructura genética de Ab33405 y A. calcoaceticus NCTC 7364 del locus 
encargado de la síntesis del sideróforo baumannoferrin. La comparación se realizó mediante el software blast 
versión 2.2.31 y la representación gráfica mediante el software EasyFig versión 2.1. 
También se detectaron locus asociados a virulencia, como ser el locus K (o también llamado grupo 
PSgc) y el locus OC. Locus K esta relacionados a la síntesis y ensamblado del antígeno O, 
mientras que el locus OC a la síntesis y ensamblado de los azucares de los lipopolisacáridos. La 
estructura genética de ambos locus serán analizados con mayor detalle una sección posterior. 
1.d) Elementos relacionados con la transferencia horizontal genética en Ab 
Ab33405. 
Se ha identificado la presencia de elementos genéticos móviles, tales como transposones, 
secuencias de inserción (ISs), secuencias fágicas como también islas genómicas. Se determinó la 
presencia de 14 islas genómicas, seis ISs, dos transposones complejos, un transposón compuesto 
y 8 posibles profagos. La distribución de estos elementos se evidencio a lo largo de todo el 
genoma no estando confinados en un sector topológico particular de la estructura genómica de 
Ab33405. Se pudo observar que en muchos de los casos observamos que la presencia de 
secuencias fágicas e ISs están asociadas a islas genómicas, lo que confirma la definición de las 
islas genómicas en Ab33405 (Fig. 14). 
Por otro lado, se buscó identificar “in silico” plásmidos mediante el programa PlasmidFinder como 
también buscando identificar las replicasa Aci de los plásmidos reportados por Bertini et al (206). 
No se han identificado plásmidos por ninguna de las dos metodologías empleadas en la cepa Ab 
Ab33405. Para confirmar dicho resultado, se realizó una extracción plasmídica utilizando el 
protocolo de Hansen & Olsen et al (148) y utilizando un equipo de extracción plasmídico comercial 
Qiaprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden, Alemania). Consecuentemente por ambas 
metodologías se confirmó el resultado negativo que se obtuvo mediante las técnicas realizadas “in 
silico”. 
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Figura 14. Representación de la distribución de los elementos genéticos relacionados con la transferencia 
horizontal genética en el genoma de Ab33405. Las islas genómicas se representan en el anillo 1, el cual están 
representadas en color celeste las predichas por el software IslandViewer y en azul se representa la isla 
genómica TnAbaR. Las secuencias fágicas se ven representadas en el anillo 2, el cual representamos en 3 
colores según la categoría establecida por el software PHAST, en purpura se ve representado la categoría 
“intacto o completo”, en naranja la categoría “cuestionable” y en verde la categoría “incompleto”. Las ISs se 
encuentran representados en el anillo 3, el cual fueron presentadas en 3 colores, en violeta los transposones, 
en azul las ISs y en negro la nueva IS presente en este genoma. La representación gráfica se realizó 
mediante el software circos. 
1.d.1) Secuencias de inserción y transposones en Ab Ab33405 
El análisis detallado de la ISs, mostro la presencia de seis ISs en el genoma de Ab Ab33405 (Tabla 
11). Se observó la presencia de cuatro ISs que tienen su origen en Ab y han sido ampliamente 
reportadas en dicha especie. Las secuencias correspondientes son ISAba1, ISAba13 y dos copias 
de  ISAba125, las cuales se encuentran formando el transposón TnAphA6. Como se mencionó 
anteriormente, ISAba1 y ISAba125 se encuentra asociadas a genes involucrados con la resistencia 
a carbapenemes y aminoglucósidos, respectivamente. En cuanto a la distribución de las ISs no se 
observó que las mismas estuvieran limitadas en una región determinada de la topología del 
genoma de Ab33405. En lo que respecta a los transposones compuestos y complejos se 
evidenciaron en la región terminal del genoma de Ab33405 (Fig. 14).  
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Por otro lado, la ISAba13 se encontró presente aguas debajo de un posible regulador 
transcripcional de la familia TetR, un gen codificante para una proteína de función desconocida y 
una catalasa, mientras que aguas arriba se observó la presencia de de un gen codificante para una 
fosfodiesterasa y una glutamina sintetasa.  
Además, observamos la presencia de ISs que tienen su origen en otras especies bacterianas, 
como ser Enterobacterias. Se identificó la secuencia de inserción IS26, que se encuentra reportada 
en una gran cantidad de aislamientos de Ab. IS26 se encontró inserta aguas abajo para los genes 
codificantes de una proteína hipotética, una ATPasa AAA y una lipoproteína y aguas arriba para los 
genes codificantes para una deshidrogenasa y una oxidoreductasa. El presente lugar de inserción 
de la IS26 no ha sido encontrado en ninguno de los genomas depositados en la base de datos del 
GenBank, siendo la primera vez que se reporta tal arreglo genético.  
Por otro lado, se identificaron las secuencias de inserción ISCR2 y IS1006 y que se encuentran 
asociadas a los genes floR y traD,  que confiere resistencia a floranfenicol y codifica para una 
relaxasa del sistema de secreción tipo IV, respectivamente.  
Por otro lado hemos observado la presencia de dos transposones complejos, Tn3-like y Tn7. La 
estructura del Tn3 observada en el genoma de Ab Ab33405, es la ya descripta que se encuentra 
flanqueando el gen codificante para una beta lactamasa blaTEM. Para la correcta identificación de 
Tn3, se validó esta identificación comparando la estructura genética de los transposones Tn1, Tn2 
y Tn3 descriptas previamente en la literatura, que presentan una gran similaridad en estructura. Se 
observa un 99% de identidad nucleotídica con la estructura del transposon Tn3, un 98% de 
identidad nucleotídica con la estructura del transposon Tn1 y un 97% de identidad nucleotídica con 
la estructura genética del transposon Tn2; por lo que se confirma que a estructura genética de 
presente en el genoma de Ab33405 es la del transposon complejo Tn3 (Fig 15). 
 
Figura 15. Representación comparativa del transposon Tn3 presente en el genoma Ab33405 y los 
transposones Tn1, Tn2 y Tn3 de referencia. Se grafica en una escala de colores el porcentaje de identidad 
nucleotídica. La comparación se realizó mediante el software blast versión 2.2.31 y la representación gráfica 
mediante el software EasyFig versión 2.1. 
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En cuanto al Tn7 se encuentra insertado aguas abajo del gen glmS como ha sido anteriormente 
reportado (207). El Tn7 contiene todos los genes del módulo de transposición tnsA, tnsB, tnsC, 
tnsD y tnsE. A su vez contiene en su estructura al típico integrón de clase 2 con su correspondiente 
zona variable. La zona variable del integrón de clase 2 contiene, como fue mencionado 
anteriormente, el gen dfrA1, sat2, aadA1, orfX, ybfA, ybfB e ybgA. Esta estructura genética ha sido 
denominada Tn7::In2-7, la cual ha sido ya reportada en dicha especie en Argentina (152).    
Tabla 11. Secuencias de inserción y transposones en Ab Ab33405. 
Secuencias de inserción y 
transposones 
Origen Cantidad de copias 
presentes en el genoma de 
Ab33405 
IS26 Proteus vulgaris 1 
ISAba1 A. baumannii 1 
ISAba31 A. baumannii 1 
IS1006 A. junii 1 
ISAba125 (TnAphA6) A. baumannii 2 




Tn7 ND 1 
 
1.d.2) Islas genómicas en Ab Ab33405 
Al realizar la predicción de islas genómicas presentes en el genoma de Ab Ab33405 se detectaron 
13 posibles islas genómicas mediante la utilización del software IslandViewer3 (Tabla 12. Fig. 14). 
Las islas fueron denominadas arbitrariamente como IG1 a IG13. Además, se identificó la isla de 
resistencia TnAbaR, la cual se encuentra ampliamente distribuida en aislamientos multi-resistentes 
de Ab. El hallazgo de la misma se realizó considerando el tipico sitio de inserción descripto para 
dicho elemento (comM), ya que mediante el software IslandViewer3 dicho elemento no fue 
predicho.  
Las secuencias de las islas genómicas predichas fueron detalladamente analizadas y se observó 
que 11 de las 13 (84.61%) islas predichas por IslandViewer3 contenían mayoritariamente en su 
estructura secuencias provenientes de posibles profagos (Fig. 14). Todas las islas predichas 
presentaron un desvió considerado en el porcentaje de contenido de GC con respecto al promedio 
de la secuencia completa del genoma analizado, cumpliéndose unos de los supuestos para 
considerarse es región genómica como isla genómica.  
A continuación se realizó la búsqueda de las estructuras genéticas de dichas islas en otros 
aislamientos bacterianos a fin de evidenciar su distribución para lo cual se utilizó la base de datos 
de GenBank. La isla genómica IG1 presento una estructura genética única no detectándose en 
otros genomas bacterianos; una estructura similar fue identificada en el genoma de AbXH858 
(CP014528) con una cobertura de alineamiento de 49% y una identidad promedio nucleotídica de 
99% en las regiones donde se observó alineamiento. En lo que respecta a la isla IG2, la misma se 
encontró presente en tan solo tres aislamientos de Ab con un 99% de identidad nucleotídica para 
los aislamientos 6200 (CP010397), AB030 (CP009257) y 1656-2 (CP001921). En contraste, la isla 
IG3 presento una estructura similar a la encontrada en una gran cantidad de genomas de Ab (22 
genomas de Ab) con una cobertura de alineamiento de 94-88% y una identidad promedio 
nucleotídica 99-98% en las regiones donde se observó alineamiento. La isla IG4 presento una 
estructura genética única, encontrándose parcialmente en el genoma de Ab NCGM 237 ADN 
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(AP013357) con una cobertura de alineamiento de 45% y una identidad promedio nucleotídica de 
95% en las regiones donde se observó alineamiento. La estructura genética de la IG5 se detectó 
en los genomas de Ab 3207(CP015364), AbH12O-A2 (CP009534) y AB030 (CP009257) con una 
cobertura de alineamiento de 99% y una identidad nucleotídica de 100%. La estructura genética de 
la IG6 se encontró presente en solo dos aislamientos con un 99% identidad nucleotídica y una 
cobertura de alineamiento de 100% para los genomas de AB030 (CP009257) y 3207 (CP015364). 
Una estructura genética similar a la de la IG7 se evidencio en los aislamientos AB030 (CP009257) 
y AbH12O-A2 (CP009534) con una cobertura de alineamiento de 98% e identidad nucleotídica de 
99% en las regiones en donde se observó alineamiento. El análisis de la estructura genética de la 
isla predicha como IG8, se encontró ampliamente distribuida en Ab, estando presente en 47 
genomas de Ab con un identidad nucleotídica de 99-98% y una cobertura de alineamiento de 
100%. La misma estructura también se detectó en el genoma de A. nosocomialis 6411(CP010368) 
con una identidad nucleotídica de 85% y una cobertura de alineamiento de 100%. La estructura 
genética de la isla IG9 no fue encontrada en ningún genoma bacteriano presente en el GenBank 
con alta identidad nucleotídica (98-99%). Sin embargo, una estructura con ciertas similitudes se 
encontró en el genoma de Ab AB030 (CP009257) con una cobertura de alineamiento del 93% y 
una identidad promedio nucleotídica de 94% en las regiones donde se observó alineamiento. En 
dicha isla se observó una gran cantidad de secuencias fagicas, las cuales se mencionan en una 
sección posterior. La estructura genética de IG10 fue encontrada en tan solo un genoma, el cual 
corresponde a la denominada cepa de Ab hipervirulenta AB5075-UW (CP008706). La misma 
poseía una identidad nucleotídica de 96% y una cobertura de alineamiento de 99%. La estructura 
genética de la isla IG11 no se encontró en ninguno de los genomas descriptos en la base de datos 
del GenBank, aunque, una estructura parcial de dicha isla fue evidenciada en el genoma de Ab 
Ab04-mff (CP012006) con una cobertura de alineamiento de 73% y una identidad promedio 
nucleotídica de 95% en las regiones donde se observó alineamiento. La isla IG12 presento una 
estructura genética que no se detectó en ninguno de los genomas bacterianos depositados a la 
fecha en el Genbank. Sin embargo, nuevamente una estructura parcial se identificó en el genoma 
de A. calcoaceticus NCTC7364(LT605059) con una cobertura de alineamiento de 64% y una 
identidad promedio nucleotídica de 94% en las regiones donde se observó alineamiento. 
Finalmente, la isla genómica IG13 presentó una estructura genética única, estando en dicha isla el 
Tn7:In2-7 y aguas abajo del mismo la estructura correspondiente al Tn3.  
Tabla 12. Islas genómicas predichas mediante IslandViewer3. 










9500 39.31 integrasa, proteína hipotética, regulador transcripcional, 
proteína hipotética, Profago antirepressor, hipotética 
proteína, proteína hipotética, hipotética proteína, proteína 
putativa membrana interna, proteína hipotética, proteína de 
unión a simple cadena de ADN 
2 
(130806..137652) 
6847 36.7 proteína hipotética, proteína hipotética, proteína hipotética, 
NUDIX hidrolasa, hipotética proteína, la proteína del fago 




4348 34.13 proteína hipotética, proteína hipotética, proteína hipotética, 
proteína hipotética, proteína hipotética, proteína hipotética, 
proteína hipotética, proteína Primosomal I, proteína 




4133  Proteína hipotética, proteína hipotética, proteína de la cola 
del fago “tape-measure”  
5 
(1573572.. 1579279) 
5709 34.38 proteína de nodulación nolO, proteína posible de eflujo 
treonina, proteína hipotética, proteína de la cola del fago 
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“tape-measure”, proteína hipotética, proteína hipotética, 
antirepressor fágico 
6 5186 39.14 fosfatasa alcalina, fosfatasa alcalina, fosfatasa alcalina, 
proteína hipotética, regulador transcripcional (la familia 
TetR), proteína hipotética, proteína hipotética 
7 
(1385339.. 1395724) 
10492 32.78 Exodeoxyribonucleasa VII subunidad grande, fragmento de 
transposasa, peptidasa S24 S26A y S26B, proteína 
hipotética, proteína activadora de la secreción, proteína 
hipotética, proteína de choque frío CspG, proteína hipotética, 
pirrolina-5-carboxilato reductasa, proteína hipotética, 
proteína hipotética, proteína hipotética, proteína fágica 
putativa morfogénesis de la cabeza, permeasas de la 
superfamilia mayor facilitador, 
8 
(1736983.. 1743248) 
6265 31.42 proteína de la familia aciltransferasa, regulador 
transcripcional putativo (familia TetR), proteína hipotética, 
integrasa fágica, proteína hipotética, regulador 
transcripcional de la familia LysR, proteína hipotética, 
9 
(1827997.. 1858115) 
30119 40.96 proteína hipotética, proteína hipotética, ADN helicasa, 
proteína hipotética, proteína hipotética, proteína hipotética, 
proteína hipotética, proteína hipotética, proteína hipotética, 
proteína hipotética, proteína hipotética, proteína hipotética, 
terminasa fágica subunidad pequeña, terminasa fágica 
subunidad grande de la cápside del fago y andamiaje, 
proteína hipotética, proteína portal de fagos, proteína 
hipotética, adaptador cabeza-cola del fago, proteína 
hipotética, proteína hipotética, proteína de la subunidad 
principal de la cola, proteína hipotética, proteína hipotética, 
proteína fágica de la cola “tape-measure”, proteína fágica de 
la cola de menor, proteínas de las fibras de la cola del fagos, 
proteína fágica de la cola de menor, proteína fágica de 
ensamblaje de la cola, proteína de ensamblaje de la cola I, 
proteína fágica de la fibra de la cola, la proteína hipotética 
10 
(2066319.. 2071083) 
4765 34.45 proteína hipotética, proteína hipotética, proteína relacionada 
con fagos, proteína hipotética, proteína hipotética, proteína 
hipotética, proteína hipotética, P-hidroxilasa 
hidroxifenilacetato C1: componente reductasa 
11 
(2354195..2358392) 
4197 32.8 putativo regulador transcripcional, proteína hipotética, 
proteína UmuD, proteína UmuC, proteína hipotética 
12 
(2666393..2681288) 
14896 40.78 proteína hipotética, proteína hipotética, proteína hipotética, 
proteína hipotética, proteína hipotética, proteína fágica de la 
cápside, proteína fágica, proteína hipotética, proteína fágica, 
proteína estructural 62kDa, terminasa fágica, terminasa 
fágica subunidad pequeña, proteína hipotética, proteína 
hipotética, proteína hipotética, proteína hipotética, proteína 
hipotética, proteína hipotética, proteína hipotética, Purin 
ciclasa, proteína hipotética, proteína hipotética, proteína 
hipotética, proteína hipotética, proteína hipotética, proteína 
fágica, proteína hipotética, proteína hipotética, ADN helicasa  
13 
(3813885.. 3831914) 
18030 46.28 Proteína de transposición TnsA, proteína de transposición 
TnsB, proteína de transposición TnsC, proteína de 
transposición TnsD, proteína de transposición TnsE, 
transposasa, proteína hipotética, orfX, estreptomicina 3 '' - 
O-adeniltransferasa, estreptomicina acetiltransferasa, 
dihidrofolato reductasa , integrasa integrón IntI2, proteína 
hipotética, transposasa TnpA (transposon Tn3), resolvasa 
TnpR (transposon Tn3), beta-lactamasa blaTEM-1 
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1.d.3) Isla de resistencia antibiótica TnAbaR en Ab Ab33405 
La isla de multirresistencia TnAbaR ha sido descripta en la mayoría de los aislamientos de Ab 
reportados en la literatura. La isla TnAbaR encontrada en el aislamiento Ab33405 presenta un 
tamaño de 14821 pb. y un porcentaje de contenido de GC de 37.41%, encontrándose 
interrumpiendo el gen comM como era de esperar. Esta isla presenta mayor similitud en su 
estructura genética con la isla TnAbaR4 descripta en el genoma de AB0057(CP001182) y IOMTU 
433(AP014649), presentando como principales diferencias la presencia de una posible 
transposasa y la ausencia del transposon Tn2009 que contiene la oxacilinasa blaOXA-23 (Fig. 16).  
 
 
Figura 16. Comparación de las estructuras genética de Ab33405, IOMTU 433 y AB0057 de la isla genómica 
de resistencia TnAbaR. La comparación se realizó mediante el software Blast versión 2.2.31 y la 
representación gráfica mediante el software EasyFig versión 2.1 
Como se mencionó en el párrafo anterior, una de las diferencias con las islas con mayor identidad 
resulto ser la presencia de una posible transposasa, que contiene una identidad aminoacídica de 
86% y 69% con las transposasas ISEc39 e ISAba126 de la familia de IS256 descriptas en E. coli y 
Ab, respectivamente. Esta posible transposasa fue enfrentada a la base de datos del Genbank y se 
observó un porcentaje de identidad aminoacídica de 100% con una tranposasa de Acinetobacter 
johnsonii SH046 (EEY95040). Considerando la transposasa predicha por ISFinder y verificada por 
BLAST, procedimos a identificar las posibles secuencias de las repeticiones invertidas y 
repeticiones directas de la misma. Se observó la presencia de la secuencia TGTTTTTG alrededor 
de dicha transposasa, sugiriendo que la misma es una nueva secuencia de inserción de la familia 
de la IS256. La secuencia completa de la misma fue enviada a la base de datos de secuencias de 
inserción y el numero ISAba39 fue asignado a la misma. 
La familia de IS256 está comprendida por 226 ISs a la actualidad (Septiembre de 2016), 
encontrándose ampliamente distribuida en diversos géneros bacterianos (Fig. 17); teniendo 
repeticiones invertidas del tamaño en el rango de 24 a 41 pares de bases y repeticiones directas 
que en la mayoría de las ISs dentro de la familia es de 8 pb (Fig. 18).   
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Figura 17. Árbol realizado mediante el método máxima verosimilitud representativo de 10 secuencias 
aminoacídica tomadas al azar de las ISs de la familia IS256 donde agrupa la nueva IS (ISAba39) presente en 
Ab33405. El modelo de evolución molecular utilizado fue LG+I. Se utilizó como grupo externo la secuencia de 
IS26. Bc=Burkholdelia cenocepacia; Pae= Pseudomona aeruginosa; Ab=Acinetobacter baumannii; Yp= 
Yersinia pestis; Ec= Escherichia coli; Cd=Corynebacterium diphtheria; Cbo=Clostridium botulinum; 
Bsu=Bacillus subtilis; Sth=Streptococcus thermophiles; Mbo=Mycobacterium bovis; Efa=Enterococcus 




Figura 18. Representación de las secuencias invertidas repetidas terminales de la familia IS256 y de ISAba39 
encontrada en Ab33405. 
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1.e) Locus K y Locus OC en Ab Ab33405 
Como ha sido anteriormente mencionado, en la sección 1.c, la presencia de dos locus asociados a 
virulencia fueron encontrados en el genoma de Ab Ab33405. En la presente sección describimos 
en detalle el análisis realizado de los mismos (Locus K y locus OC). 
El análisis detallado de la estructura del Locus K, o también denominada PSgc, presente en el 
genoma de Ab Ab33405 posee un tamaño de 28687 pb y un porcentaje de contenido de GC de 
33.35%. La presente estructura se encuentra inserta entre los genes fkpA y lldP como fue 
reportado previamente en la literatura (89,90). El análisis y comparación de la estructura global del 
locus K mostro un 99% de identidad nucleotídica y una cobertura de 100% con la cepa LUH5537 
(PSgc9) descripta por Hu et al (90) (Fig. 19). Esta estructura presenta una gran similitud con el 
locus KL3 presente en el aislamiento de referencia Ab ATCC17978, la cual ha sido descripta y 
denominada como KL3 según la clasificación propuesta por Kenyon et al (89). El locus K presente 
en Ab Ab33405 presenta el gen cgmA el cual está ausente en el locus KL3 descripto en la cepa Ab 
ATCC 17978.   
 
Figura 19. Comparación de las estructuras genética de Ab Ab33405, LUH 5537, ATCC17978 y LUH3713 del 
locus K encargado de la síntesis de la síntesis del polisacárido capsular. La comparación se realizó mediante 
el software BLAST versión 2.2.31 y la representación gráfica mediante el software EasyFig versión 2.1. 
Considerando la estructura presente en nuestro aislamiento y teniendo en cuenta las 
clasificaciones de dichos locus, nos permitiría sugerir que nuestro locus es simil al locus KL3 según 
Kenyon e idéntico al PSgc9 descripto por Hu et al. Debido a la presencia de la dicha estructura en 
su genoma, Ab Ab33405 sería capaz de sintetizar los polisacáridos UDP-DGlc(2NAc3NAc)A 
mediante los genes galU, ugd, gpi, gne, cgmA, pgm y el grupo de genes MNN(mnnA, mnnB y 
mnnC). A su vez la presencia de los genes mnnA, mnnB y mnnC podrían ser responsables de la 
síntesis de Manosa 2-NAc 3NAc. Mediante el análisis global de todos los genes que componen la 
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estructura de la unidad repetitiva de polisacáridos del LPS presente en el genoma de Ab Ab33405 
pudimos predecir que la unidad repetitiva seria LRha(α 1-2)LRha(α 1-3)LRha(α 1-2)GlcNAc(α1- con 
una ramificación lateral de (3-1 β)GlcNAc(4-1β)LRha. Los genes presentes en el locus K de Ab 
Ab33405 presentan una alta conservación presentando una similitud e identidad aminoacídica de 
99-100% con respecto a los genes reportados en otros genomas que contienen esta estructura 
presente (Tabla 13).  
Tabla 13. Proteínas codificadas por el locus K (o PSgc) en el genoma de Ab Ab33405 
Proteínas Anotación por BLASTp Identidad/similitud % 
frente a Ab 
LUH5537/PSgc9 (A. N.) 
Identidad/Similitud % frente a 
la base de datos GenBank (A. 
N.) 
Waco tirosina quinasa 100/100(AHB32877) 100/100(AHB32877) 
Wzb tirosina fosfatasa  99/100(AHB32878) 100/100(ABO10545) 




MnnA UDP-D-GlcNAcA oxidasa 100/100(AHB32881) 100/100(AHB32881) 




Wzx8 flipasa antígeno O 100/100(AHB32884) 100/100(AHB32884) 
WafU proteína biosíntesis capsular  99/99(AHB32885) 100/100(WP_052421120) 
WafV Glicosiltransferasa 100/100(AHB32886) 100/100(AHB32886) 
WafW Glicosiltransferasa 100/100(AHB32887) 100/100(AHB32887) 
Wzy8 polimerasa antígeno O 100/100(AHB32888) 100/100(AHB32888) 
WafG Glicosiltransferasa 100/100(AHB32889) 100/100(AHB32889) 
WafH Glicosiltransferasa 100/100(AHB32890) 100/100(AHB32890) 
WeeH Glicosiltransferasa 100/100(AHB32891) 100/100(AHB32891) 




Gpi glucosa-6-fosfato isomerasa 100/100(AHB32894) 100/100(AHB32894) 
Gne UDP-GlcNAc 4-epimerasa 100/100(AHB32895) 100/100(AHB32895) 
CgmA proteína transmembrana de 
modificación cíclica beta-
1,2-glucan                      
100/100(AHB32896) 100/100(AHB32896) 
Pgm Fosfomanomutasa 99/99(AHB32897) 100/100(WP_041172193) 
 
Por otro lado, hemos también caracterizado en detallado al locus OC, el cuál es el responsable de 
la síntesis del antígeno O. El locus OC presenta un tamaño de 13592 pb y un contenido de GC de 
36.01%. Se observó que dicho locus poseía similitud con estructuras genéticas presentes en los 
genomas de Ab AbH12O-A2 (ST79/ST924), AB030 (ST79/ST758B) y 3207 (ST422/1321) (IP/UO) 
mostrando una identidad nucleotídica de 100% y una cobertura de 98% (Fig. 20). Además, se 
observó que los genomas con los que presento mayor identidad presentaban cada uno distinto ST, 
por lo que no se observó una relación entre el locus OC presente y el ST de los genomas de Ab 
que presentaron mayor identidad.  
La diferencia de la estructura genética entre Ab Ab33405 y Ab 3207 son 226 nucleótidos, del cual, 
127 nucleótidos presentan una identidad nucleotídica de 100% con un fragmento de una 
transposasa perteneciente a la secuencia de inserción ISAba13. Con respecto a los locus OC 
reportados por Kenyon et al 2013, se observó mayor identidad en su estructura genética con el 
locus OC OCL1 de Ab AYE (CU459141), con una identidad y cobertura nucleotídica de 98% y 
73%, respectivamente. Por lo que se puede inferir que la cepa Ab33405 en conjunto con la cepa 
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3207 presentan un locus OC. La diferencia en la estructura genética del locus OC presente en las 
cepas 3207 y AYE radica en la presencia de tres genes que codifican para una UDP-
galactopironosa mutasa, una proteína hipotética y una glicosiltransferasa, los cuales están 
presentes en la cepa 3207 y ausentes en la cepa Ab AYE. Por el contrario, el locus OC de Ab AYE 
presenta los genes gtrOC5 y gtrOC6 que se encuentran ausentes en la estructura genética de Ab 
3207 y Ab33405 (Fig. 20). Según la clasificación realizada por Kenyon et al 2014, el locus OC 
relacionado con el OCL1 pertenecería al grupo A.  
 
Figura 20. Comparación de las estructuras genética de Ab33405, 3207 y AYE (OCL1) del locus K encargado 
de la síntesis de la síntesis del polisacárido del antígeno O. Los genes aspS y ilvE son los genes que 
flanquean al locus OC por los que se encuentra el nombre en verde. La comparación se realizó mediante el 
software BLAST versión 2.2.31 y la representación gráfica mediante el software EasyFig versión 2.1. 
 
La estructura genética del locus OC presente en Ab33405 y 3207 presentan dos nuevas 
glicotransferasas denominadas como GtrOCa_33405 y GtrOCb_33405 que presentan una similitud 
e identidad aminoacídica de 99-100% con Ab AB030 (Tabla 14, Fig. 20). También en la estructura 
genética se identificaron tres proteínas de función desconocida denominadas HypOC1a_33405, 
HypOC1b_33405 y HypOC1c_33405 las cuales mostraron una una identidad aminoacídica de 97-
100% con los genomas de Ab 741019 (JZBZ01000000), ABBL067e (LLFQ01000000), OIFC032 
(AFCZ02000000) (Tabla 14). En lo que respecta a las proteínas compartidas con OCL1, las 
mismas presentan una identidad aminoacídica de 98-100% observándose una gran conservación 
en el locus OC.  
Tabla 14. Proteínas que forman el locus OC en Ab Ab33405 
Proteínas Anotación por BLASTp Identidad / similitud% 
frente a OCL1 (A.N.)* 
Identidad/Similitud% 
frente a la base de datos 
GenBank (A.N.)* 
GtrOC1 Glicosiltransferasa 99/99(AGK44465) 100/100(AGH36730) 
GtrOC2 Glicosiltransferasa 100/100(AGK44464) 100/100(AGK44464) 
Pda1 Polisacárido deacetilasa 99/99(AGK44463) 100/100(EJG12464) 
GtrOC3 Glicosiltransferasa 98/98(AGK44462) 100/100(ETQ10843) 
GtrOC4 Glicosiltransferasa 98/98(AGK44461) 100/100(ETQ10841) 
Orf1 Proteína hipotética 96/98(AGK44460) 100/100(ETQ10842) 
GtrOCa_33405 Glicosiltransferasa ND 100/100(AIL79204) 
GtrOCb_33405 Glicosiltransferasa ND 99/100(AIL79203) 
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HypOC1a_33405 Proteína hipotética ND 100/100(KKZ39774) 
HypOC1b_33405 Proteína hipotética ND 97/98(KQD52828) 
Glf UDP-galactopiranosa mutasa 99/99(EPG40651) 100/100(ETQ41424) 
GtrOC7 Glicosiltransferasa 99/99(AGK44457) 100/100(AIL79199) 
*: Numera de acceso de las proteínas. 
1.f) Secuencias fágicas en Ab Ab33405 
Con el fin de identificar la presencia de secuencias fágicas en el genoma de Ab Ab33405, se 
realizó la búsqueda de profagos mediante la utilización del software PHAST. El presente análisis 
identificó la presencia de ocho regiones relacionados con secuencias fágicas de las cuales cuatro 
regiones fueron clasificadas como intactas, 1 región como incompleta y las tres regiones restantes 
como cuestionable (Tabla 15). La secuencia completa de los ocho profagos predichos en nuestra 
cepa no fueron a la fecha descriptos en ninguna de las secuencias disponibles en la base de datos 
GenBank. Sin embargo, secuencia fágicas de forma parcial se encontraron en varios genomas de 
Ab. Se encontró que cuatro de los profagos predichos se encontraron asociados a islas genómicas 
predichas en la sección anterior (sección 1.d.2). Además, se observó que la distribución de las 
secuencias fágicas en el genoma de Ab Ab33405 no se encuentran confinadas a una región 
determinada en la topología genómica de Ab Ab33405. 
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* CDS: secuencia codificante 
# Categoría: clasificación de las predicciones basadas en el “score”. Score: es la puntuación asignada según 
las características secuencia nucleotídica y las proteínas que codifica. Las categoría Intacto corresponde a 
valores de score de >90, cuestionable entre 70-90 e incompleto <70.    
 
Nuestro análisis mostro que dentro de las estructuras predichas como intactas, en tres de ellas 
(Región 2, 3 y 5) está presente la integrasa y su sitio recombinación sitio-especifico att. Pudimos 
observar una vinculación de dos dichos profagos al género Acinetobacter (Región 2 y 5), mientras 
que los otros dos se encontraron vinculados a los géneros Psychrobacter (Región 3) y Burkhodelia 
~ 57 ~ 
(Región 4). El fago predicho en la región 2 presenta dos sitios attL (attL1: AACTGAAGTTAA y 
attL2: AATTTATAAAAT) y dos sitios attR (attR1: AATTTATAAAAT y attR2: AACTGAAGTTAA). Las 
secuencias codificantes dentro de la estructura genética del profago está compuesta en su mayoría 
por proteínas hipotéticas. La región 3 presenta un sitio attL (CGCTCTAAATTGAGCGCTTTTT) y un 
sitio attR (CGCTCTAAATTGAGCGCTTTTT), y entre las secuencias codificantes para proteínas 
que no forman parte de la formación del fago hallamos proteínas hipotéticas. La región 4 que fue 
categorizado como fago intacto por PHAST no presento integrasa ni la secuencia de 
recombinación sitio-especifico att. Como fue mencionado, la región 5 presento la integrasa y dos 
sitios recombinación sitio-específico attL (TTCAGGCTCAAAA) y attR (TTCAGGCTCAAAA). Entre 
sus proteínas no esenciales encontramos en su mayoría proteínas hipotéticas y un ARN de 
transferencia (ARNt).   
Analizando los profagos que fueron predichos en la categoría de cuestionable e incompleto se 
encontró que los mismos habían sido descriptos en género Acinetobacter. En los profagos 
predichos en la categoría de cuestionable se predijeron sitios de recombinación sitio-especifico att 
y secuencias codificante para la integrasas en dos (Región 1 y 8) de los tres profagos. La región 1 
mostró dos sitios de recombinación sitio-especifico, attL (TAATTTTTTTCA) y attR 
(TAATTTTTTTCA), la presencia de una integrasa, y además posee entre los genes no esenciales, 
genes que codifican para proteínas hipotéticas y  fosfoetanolaminatransferasa asociada con la 
resistencia a polimixina. La región 7 no contiene sitios de recombinación sitio-especifico att, 
presenta genes no esenciales codificantes para proteínas hipotéticas y una ATPasa. La región 8 
presenta 2 sitios de recombinación sitio-especifico, attL (ACATCATGCCTAAC) y attR 
(ACATCATGCCTAAC), la presencia de una integrasa y genes no esenciales codificantes para 
proteínas hipotéticas, hidrolasa dependiente de zinc y una diacilglicerol quinasa.  
En la denominada región 6 que fue predicha como un profago en la categoría incompleta, se 
predijo la presencia de una integrasa y dos sitios de recombinación sitio-especifico, attL 
(ATGCTTCTAATGATCGA) y attR (ATGCTTCTAATGATCGA). En lo que respecta a los genes no 
esenciales, los mismos codifican para proteínas hipotéticas. 
1.g) Análisis del gen iacA presente en la cepa Ab Ab33405, posible 
responsable del pigmento índigo 
El gen iacA codifica para una indol oxigenasa, el cual, se encuentra ampliamente caracterizado 
para la cepa Pseudomonas putida 1290, el cual, se la considera un organismo modelo para el 
estudio de la degradación bacteriana de la hormona vegetal indol-3-ácido acético (IAA) (208,209). 
Este proceso se debe a la oxidación del indol convirtiendo en indoxyl, el cual podría dimerizar y 
visualizar la reacción mediante un pigmento azul-indigo. Dicho gen ha sido reportado en Ab ATCC 
17978 y ATCC 19606 mediante estudios de homología frente a P. putida 1290 (208,210). Debido al 
fenotipo observado para la cepa Ab33405 se decidío localizar y analizar la secuencia del locus iac 
en detalle. A su vez, debido a que “per se” Ab no expresa dicho fenotipo en presencia de IAA 
(210), se decidió evaluar las variables químicas que podrían estar influyendo en la expresión de 
dicho gen en la cepa Ab33405 
1.g.1) Análisis “in silico” de la localización del gen iacA y su entorno genético 
Considerando lo arriba mencionado, y la posible vinculación de dicho gen con la producción del 
pigmento índigo conservado en Ab33405, realizamos el análisis tanto de la secuencia del gen iacA, 
como de su entorno genético.  
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La secuencia de iacA se encontró conservada en la especie Ab, observándose 97-100% identidad 
nucleotídica entre todas las secuencias de Ab presentes en el GenBank. También se observó que 
esta secuencia se encontraba presente en dos especie del genero Acinetobacter, A. calcoaceticus 
PHEA-2 y A. oleovorans DR1, con una identidad nucleotídica de 92% y 93%, respectivamente.  
Lin et al 2012 identifico y caracterizo la funcionalidad del gen iacA en la cepa Ab ATCC 19606 y 
Shu et al 2015 determino que el gen iacA se encuentra dentro de un operón homologo con el locus 
iac de Pseudomona putida 1290 (EU360594) (210,211). Para estudiar la localización y caracterizar 
en detalle al locus iac en Ab33405, se utilizó como punto de comparación al locus iac de P. putida 
1290 (EU360594), para así poder determinar de homología. El análisis de homología nos permitió 
determinar que el locus iac (también denominado locus iacRHABICDEFG) en el genoma de Ab 
Ab33405 presenta homología del 56.4% con el locus iac de P. putida 1290 (EU360594), 
presentando un tamaño de 8.204 pb y conteniendo 10 secuencias codificantes. Observamos que 
no solo el gen iacA, sino que el locus iac se encuentra conservado en Ab con una identidad 
nucleotídica de 98-100% comparando el locus iac de Ab Ab33405 frente a la base de datos 
GenBank. Sin embargo, el análisis minucioso del locus iac de Ab Ab33405 expuso que la 
secuencia del gen iacG se posee una disrupción en los últimos 24 pb localizados en el extremo 5’ 
de la secuencia (Fig. 21). Se determinó que esta disrupción es por una inserción de 18.878 pb 
perteneciente a secuencias fágicas. Estas secuencias fágicas no fueron predichas como un 
profago mediante la utilización del software PHAST. Llamativamente, identificamos dentro de la 
estructura genética que interrumpe el gen iacG, genes involucrados en el transporte de hierro que 
podrían jugar un importante rol en la virulencia y en la expresión de la pigmentación en la cepa Ab 
Ab33405. 
 
Figura 21. Representación esquemática de la organización genética del locus iac presente en el genoma de 
Ab33405 y de la estructura genética que interrumpe el gen iacG. El porcentaje de identidad aminoacídica es 
entre locus iac de Ab Ab33405 y el de P. putida 1290.  
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1.g.2) Regulación de la expresión de la pigmentación. 
En primer lugar, con el fin de determinar si el gen iacA es el responsable de la pigmentación 
observada en la cepa Ab33405, decidimos llevar a cabo la clonación de dicho gen y evaluar su 
expresión y posterior fenotipo de pigmentación en la cepa E. coli Top10. Como se observa en la 
Figura 22, con dicha estrategia fuimos capaces de observar un cambio en el fenotipo de la cepa de 
E. coli que poseía el plásmido recombinante con el gen iacA.  
 
Además, se determinó que la expresión de la pigmentación en Ab Ab33405 se observaba en el 
medio de cultivo SIM (medio de sulfuro indol para movilidad) el cual contiene entre sus 
componentes sulfato de amonio férrico y tiosulfato de sodio, lo cual podría explicar la inducción de 
la síntesis de dicho pigmento (Fig. 23). En paralelo se evaluó si la pigmentación característica de la 
cepa Ab33405 era también evidenciaba utilizando la cepa de Ab A118 en medio SIM, obteniéndose 
resultados negativos. Dicho resultado sugiere que tal pigmentación es particular y en este caso, es 
un fenotipo exclusivo de la cepa Ab33405.  
Al evaluar la composición del medio de cultivo SIM, se identificó una composición diferencial con 
respecto a LB solamente en la presencia de 0.2 g/l de sulfato de amonio férrico y 0.2 g/l de 
tiosulfato de sodio.  
Figura 22. Expresión de la pigmentación 
mediante el gen clonado iacA de Ab33405 en 
E.coli Top10::PCRII-C5 
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Figura 23. Expresión de la pigmentación índigo en medio SIM de la cepa Ab33405. 
Al evaluar los componentes por separado en LB, se observó solo estimulación con sulfato de 
amonio férrico al 0.02% (p/v). Por lo que se puede pensar que la expresión de la pigmentación está 
regulada por la presencia de hierro en el medio. Sobre la base del resultado obtenido, se decidió 
evaluar si a mayores concentraciones se observaba una estimulación mayor, por lo que se 
evaluaron 5 concentraciones distintas (0%, 0.02%, 0.04%, 0.08% y 0.1%) (Fig 24). Se observó 
diferencias en la expresión de la pigmentación con una mayor liberación del pigmento índigo. 
 
Figura 24. Exposición a diferentes concentraciones de Sulfato de amonio férrico (%p/v). 
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Parte 2. Análisis genómico de la cepa competente natural 
Acinetobacter baumannii (Ab) A118 
2.a) Características genómica del aislamiento transformante natural Ab A118 
La cepa Ab A118 se caracteriza por presentar susceptibilidad a una gran variedad de antibióticos, 
entre los que se puede nombrar ceftazidima, cefepime, piperacilina, minociclina, amicacina, 
gentamicina, trimetroprima-sulfalmetazona, imipenem, meropenem y ciprofloxacina.  
La cepa Ab A118 fue aislada en el año 1984 de un hemocultivo de un paciente admitido en terapia 
intensiva. El aislamiento fue caracterizado a nivel de especie utilizando varios criterios. 
Las metodologías utilizadas para la correcta identificación fueron: (i) esquema bioquímico descripto 
por Bouvet y Grimont; (ii) análisis de restricción de la amplificación del gen 16S rDNA ribosomal 
(ARDRA) con las enzimas CfoI, AluI, y MboI, obteniendo el patrón de restricción 1.1.1, el cual es 
característico de Ab ; (iii) amplificación y secuenciación de los genes 16S rDNA y rpoB, 
observándose un 99% identidad nucleotídica con Ab ATCC 17978 en ambos casos; (iv) y la 
identificación del gen blaOXA-51, intrínseco de Ab. 
Una vez llevada a cabo la correcta identificación y dadas su peculiares características de esta cepa 
se decidió realizar el análisis genómico a partir del genoma secuenciado por Ramirez et al 2011 
(212). Para ello, en primer lugar, se analizó la calidad de secuencia obtenida por Ramirez et al.  Se 
obtuvieron 1.712.408 pares de lecturas con un tamaño promedio de lecturas de 76 pb. Luego del 
ensamblado, se reportó la obtención de 186 contig de al menos 500 pb y con un tamaño de contigs 
N50 de 39.3 kpb. El porcentaje de contenido GC obtenido fue de 38.4%, correspondiéndose con lo 
esperado para la especie Ab.  
Para obtener una mayor calidad de secuencia, y subsecuentemente un ensamblado con un menor 
número de contigs y de mayor tamaño, se procedió a la realizar una nueva secuenciación del 
genoma de Ab A118. Se realizó el ensamblado de novo del genoma re-secuenciado para la 
obtención de 139 contigs de mayor de 500 pb comprendiendo un tamaño de genoma de 3.853.242 
pb, El genoma “draft” se obtuvo un tamaño de contigs N50 de 80,21 kpb, siendo el contig con 
mayor longitud 311,389 pb  y un porcentaje de contenido de GC de 38,69%, que se corresponde 
con el porcentaje de GC esperado para la especie Ab. 
Debido a que se obtuvo una menor cantidad de contigs y con una cobertura significativa de ellos 
con respecto a la secuencia del genoma de referencia ATCC 17978 (97%), se decidió utilizar dicha 
secuencia para los análisis genómicos.  
Previamente se ordenaron y se orientaron los contigs de la cepa A118 re-secuenciada mediante la 
utilización del programa Mauve Contig Mover y se generó la molécula del genoma bacteriano 
virtual.  
Utilizando el servidor RAST se predijeron 3633 secuencias codificantes, de las cuales en  2742 
(75,48%) se logró establecer alguna función biológica. El resto de las secuencias, es decir las 891 
secuencias restantes (24,52 %), no codificaban para una función biológica aun conocida. Las 
mismas fueron denominadas como proteínas hipotéticas. 
El agrupamiento en grupos ortólogos (COGs) de genes permitió ubicar el 71.8% en al menos 1 
grupo de genes ortólogos. El agrupamiento basados en la base de datos KEGG utilizando la 
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jerarquización en base a función y localización en sistemas biológicos nos permitió realizar la 
anotación del 51.8% (1881/3633 secuencias codificantes) (Fig. 25).  
 
Figura 25. Representación circular  del genoma de Ab A118 donde se representan las categorías funcionales 
COGs, GC skew y el contenido de GC a lo largo del genoma. Anillo 1: representación de los COGs en la 
cadena positiva; Anillo 2: representación de los COGs en la cadena negativa; Anillo 3: representación del 
contenido de los nucleótidos GC; Anillo 4: representación del GC skew. La representación gráfica se realizó 
mediante el software circos. El cálculo del contenido de GC y GC skew se realizó mediante el software 
Artemis. 
Se procedió a realizar el análisis del pan- y core-genoma (genoma central) utilizando para llevar a 
cabo la comparación los mismos 17 genomas completos de Ab disponibles en la base de datos del 
GenBank usados anteriormente en la sección 1.a (tabla 8). El análisis mostro 2611 genes 
compartidos con todos los genomas comparados mientras que tan solo 209 genes fueron solo 
encontrados en la cepa en estudio. 
También se detectó la presencia de 88 ARNt en el genoma de Ab A118, presentando cantidades 
de estos genes comparables con los otros genomas disponibles en la base de datos GenBank. 
Mediante la utilización de la herramienta epidemiológica MLST y siguiendo el esquema de Bartual, 
la cepa A118 mostro ser un singleton, con cercanía filogenética con el secuencio-tipo ST112 
(ATCC 17978). Se determinó la presencia de un nuevo alelo para el gen gltA en este esquema, 
presentando dos diferencias nucleotídicas. Mientras que para el esquema de MLST establecido por 
el instituto Pasteur, la cepa A118 perteneció al ST404. Se puede observar que la cepa A118 está 
relacionada filogenéticamente con el aislamiento ATCC 17978 (Fig. 26).  
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Figura 26. Árbol filogenético de MLST utilizando el esquema del instituto Pasteur, realizado mediante el 
método máxima verosimilitud con el modelo de evolución molecular Hasegawa, Kishino y Yano con la 
estimación de proporción de sitios invariable fija (HKY+I). Para graficar el árbol filogenético se empleó el 
software FigTree versión 1.4.2. 
2.b) Análisis de Polimorfismo de simple nucleótido de Ab A118 comparando 
con el genoma de Ab AYE, ACICU y ATCC 17978 
Se analizó la variabilidad genética presente en el genoma de la cepa Ab A118. Para ello, se 
determinaron los polimorfismos de simple nucleótido (SNP, Simple Nucleotide Polimorphism), 
comparando con tres genomas de Ab: i) Ab AYE y ACICU, los cuales son dos representantes de 
los linajes clónales internacionales 1 y 2 más distribuidos a nivel mundial, y ii) el genoma del 
aislamiento de la cepa de referencia más estudiada a la fecha, Ab ATCC 17978. El número de SNP 
identificados entre Ab A118 y ATCC17978, AYE y ACICU fue 43784 (1.1496%), 44130 (1.158%) y 
43914 (1.153%). Los SNP fueron identificados en 2571 (73%), 2791 (79%) y 2882 (82%) genes 
con respecto al genoma de Ab ATCC 17978, AYE y ACICU, respectivamente (Fig. 27). 
Identificamos que los genes que contenían SNPs están involucrados en funciones bilógicas 
centrales, tales como metabolismo, replicación, transcripción, competencia natural, resistencia 
antibiótica, citoesqueleto, entre otras. 
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Figura 27. Distribución en el genoma de A118 de los SNPs comparando frente al genoma de referencia 
ATCC17978, AYE (ST1) y ACICU (ST2). La figura fue realizada mediante la utilización del programa Circos y 
los SNPs fueron determinados mediante el programa Mauve. 
2.c) Análisis de determinantes de resistencia a antibiótica, factores de 
virulencia y sus respectivos entornos en Ab A118 
Con el fin de caracterizar en más detalle las características y contenido genético de dicha cepa, 
procedimos, en una primera instancia, a realizar la identificación de genes vinculados con la 
resistencia antibiótica en el genoma de Ab A118 utilizando la base de datos ARG-ANNOT. Nuestro 
análisis detecto la presencia de 2 genes relacionados con la resistencia antibiótica presentes en el 
genoma de Ab A118.  
Ambos genes se vincularon con la resistencia a antibióticos β-lactámicos, blaOXA-89 (blaOXA-51-like) y 
blaADC-like. Dichos genes se establecieron en diferentes entornos genéticos. El gen blaOXA-89 se 
encontró flanqueado aguas arriba por el gen codificante para una N-acetiltransferasa y aguas abajo 
por el gen fxsA codificante para un proteína de membrana.  
El gen blaADC-like presento una identidad aminoacídica de 99% frente al gen blaADC-99 de Ab 
MRSN7486 (KX599381). Dicho gen se mostró flanqueado por un gen codificante para una 
tioesterasa (grsT) y un gen codificante para una proteína hipotética. Al comparar el contenido de 
los genes de resistencia a antibióticos presentes en las cepas Ab Ab33405 y A118 (genomas 
secuenciados para la presente tesis), se observa una mayor cantidad de genes de resistencia en 
Ab Ab33405. Dicha diferencia en el contenido de determinantes de resistencia explicaría 
parcialmente el fenotipo resistente a múltiples antibióticos en la cepa Ab Ab33405 y la 
susceptibilidad observada en la cepa Ab A118.   
~ 65 ~ 
En segunda instancia, con el fin de profundizar un más  en la caracterización de la cepa, 
procedimos a predecir los genes relacionados con la virulencia y también hemos analizado sus 
respectivos entornos genéticos.  
La identificación y búsqueda de los genes de virulencia se llevó a cabo mediante la utilización de la 
base de datos VFDB (Virulence Factor Database). Para la correcta identificación de los genes de 
virulencia se consideró una identidad aminoacídica mínima de 30% y una cobertura mayor de 75%. 
Se determinó la presencia de 85 genes relacionados con virulencia en el genoma de Ab A118 
(Tabla 16). A partir de la identificación de los genes de virulencia hallados en el genoma de Ab 
A118, se llevó a cabo una exhaustiva búsqueda bibliográfica con el fin de establecer si la función 
en lo que respecta a la virulencia ya ha sido descripta previamente en Ab. De los 86 genes 
encontradas en Ab A118 con potencial función asociada a virulencia, solo en 47 (54.65%) de los 
genes fue demostrado experimentalmente previamente su aporte en la virulencia en Ab.  Además, 
se realizó la comparación entre los genes de virulencia presentes en las cepas Ab Ab33405 y Ab 
A118, se observó que comparten solamente 35 (40,7%) genes relacionados a virulencia.  
Dentro de los genes encontrados y en los cuales fue previamente demostrada su función biológica 
y pertenecen a un operón o estructura genética característica, procedimos a describir la plataforma 
genética en la que se encuentran. 
Tabla 16. Genes relacionados con la virulencia en Ab Ab33405 utilizando la base de datos VFDB 
Proteína Identidad 
(%) frente a 

















Acomodador fimbrial BcfC 30,08 No 
 
  
Proteína ciclolisina de secreción de unión a ATP 
CyaB 
31,38 No   
Proteína hipotética 31,01 Si Sistema de 
Secreción tipo VI  
 
(199) 

















Proteína transportadora de Mg2+ MgtB 
 
53,9 No   







57,34 No   





Proteína Tirosin-quinasa PTK 71,25 Si Locus capsular K (89,90) 
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o PScg 
 








Sintetasa acyl-CoA 31,03 No  
 
 





Regulador de respuesta / histidina quinasa 30,01 Si GacS – 
Regulador global 
de la virulencia 
 
(214) 
Proteasa dependiente de ATP ClpE 44,44 No  
 
 
Ligasa ácido graso-CoA FadD13 31,14 No  
 
 











Proteína transportadora hipotética ABC de unión 
a ATP 
 
30,31 No   
Malato sintasa G 
 
59,89 No   




Proteína AsbA, biosíntesis de sideróforo  
 
32,05 No   
Proteína SbnF, biosíntesis del sideróforo 
staphylobactin 






Proteína SbnC, biosíntesis del sideróforo 
staphylobactin  






IutA 30,93 No  
 
 















~ 67 ~ 
 
Proteína de membrana externa  de la fimbria 
acomodadora 




Proteína sintetasa relacionada con la síntesis de 
péptidos no ribosomales 




Sintetasa AngM relacionada con péptido no 
ribosomal 




Proteína receptora de membrana externa de 
transporte de hierro 




















Proteína de función desconocida DUF879 31,18 Si Sistema de 
secreción tipo VI 
 
(199) 
Proteína putativa TssM/IcmF/BscB del  sistema 
de secreción tipo VI 
43,11 Si Sistema de 
secreción tipo VI 
 
(199) 
ATPasa clpV (Hsp100/Clp) 40,29 Si Sistema de 
secreción tipo VI 
 
(199) 









Polifosfato quinasa Ppk 39,19 Si Quelación de 
iones 
(216) 
Proteína hipotética - VgrG2 33,66 Si Sistema de 
secreción tipo VI 
(199) 
Proteína RecN de reparación de ADN 
 
32,8 No   




Proteína MshE 34,51 Si Sistema de 
secreción tipo II 
(218) 
Proteína HecB, putativa activador de hemolisina 
 
35,45 No   
Proteína CsuD 98,8 Si Formación de la 
fimbria 
acomodadora  
 Operón csu 
(194,195) 
ATPasa AAA+ ClpV1 - sistema de secreción de 
tipo VI 
36,34 Si Sistema de 
secreción tipo VI 
 
(199) 
Ureasa UreB 62,5 No  
 
 
EmaA 32,71 Si Adhesina 
 
(190) 
Acyl-CoA deshidrogenasa FadE5 31,85 No  
 
 
Acyl-CoA sintetasa 31,18 No  
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Proteína PilJ, Movilidad tipo “twitching” 
 
52 No   
Regulador de respuesta tipo CheW  34,94 No  
 
 
Zinc metaloproteasa 44,9 No  
 
 
Transportador de toxina 30,11 No  
 
 
Proteína hipotética  42,09 No  
 
 
ATPasa CtpV  44,44 No 
 
  










Acyl-CoA deshidrogenasa FadE5 35,1 No  
 
 
Anthranilato sintasa componente I 42,6 No  
 
 
Proteína D de la vía de secreción general 
(proteína D) 
32,5 Si GspD – Sistema 








Acyl-CoA sintetasa 32,44 No  
 
 
Transportador de cationes ATPasa ZntA 
 
32,51 No   
RNA polimerasa RpoN, factor sigma-54 
 
50,6 No   
Sensor de respuesta histidina quinasa en un 
sistema de dos componentes 
 
99,09 Si Sensor de 
respuesta 
involucrado en la 
regulación génica 
del operón csu 
(194,195) 
Ligasa ligA ADN dependiente de NAD 34,94 No  
 
 
Acyl-CoA deshidrogenasa fadE5 33,12 No  
 
 
Acyl-CoA deshidrogenasa 35,14 No  
 
 
Proteína involucrada en  la síntesis de 
biopelículas  
98,38 Si Formación de 




Deacetilasa PgaB  98,03 Si Formación de 




Acyl-CoA sintetasa 30,18 No  
 
 
*, VFDB: Virulence factor database 
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Entre los factores involucrados en la virulencia de Ab ya descriptos, se identificaron genes 
implicados en la formación de biopelícula que contribuirían también a la resistencia a antibióticos.  
Se identificó la proteína relacionada con biopelícula Bap con una identidad aminoacídica del 100% 
con la proteína Bap de Ab AB307-0294 (EU117203). El operón conformado por los genes csuA/B, 
csuA, csuB, csuC, csuD y csuE que codifican para la fimbria chaperona-acomodador CU posee 
una identidad aminoacídica de 98-100% en cada una de la proteínas con Ab AYE (CU459141), con 
la configuración genética típica de este locus. También, hemos identificado la presencia del 
sistema de dos componentes que está involucrado en la regulación de los genes csu, 
denominados bfmSR, con una identidad aminoacídica de 100 % para BfmR con Ab AYE 
(CU459141) y 99% para BfmS con AB0057 (CP001182). 
También se detectó la presencia del grupo de genes ade que codifican para las bomba de eflujos 
AdeIJK, la cual confieren resistencia a múltiples antibióticos y además se observó que la formación 
de biopelículas se encuentra afectada en relación a la expresión de sus componentes (221). Los 
genes adeIJK mostraron una identidad aminoacídica de 100% con Ab AYE (CU459141). La 
presencia del grupo de genes adeABC y adeRS, los cuales codifican para la bomba de eflujo 
AdeABC y sus respectivos reguladores, también ha sido observada. Dichos genes han sido 
previamente reportados en Ab y se encuentran ampliamente distribuidos dentro de dicha especie 
(106,203–205). El grupo de genes adeABC presento una identidad aminoacídica de 100% con la 
secuencia reportada en el aislamiento de Ab 233846 (KCY18940), mientras que los genes del 
sistema de dos componentes adeRS presento una mayor identidad aminoacídica siendo de un 
99% con el aislamiento Ab 299505 (EXB81074).   
En la biosíntesis y transporte del sideróforo Acinetobactin reportado previamente en Ab varios 
grupos de genes están involucrados. Entre algunos de los genes se puede nombrar a los genes 
entAB, bauDCEBA, tonB, entre otros. Se observó la presencia de los genes entA y entB, los cual 
están vinculados con el  fenotipo virulento en Ab. Se observó una identidad aminoacídica con EntA 
de 99% con Ab 1267820 y con EntB de 100% con Ab 1267820 (JEWD01000033). 
Asimismo, se identificó la presencia de tres copias de genes tonB (tonB1-3) relacionados con el 
sistema de transducción con una identidad aminoacídica de 100% con el aislamiento Ab ATCC 
19606. Además observamos que en los contextos en el que se encontraron presentes dichos 
genes se correspondían a los reportados por Zimbler et al 2013 (191). También se detectó la 
presencia del locus bauDCEBA reportados por Zimbler et al 2009 (201) relacionado con el 
trasporte del acinetobactin férrico dentro del citoplasma como también de los genes bauF, barAB, 
basABCDEFGHIJ. Esta estructura presento una alta homología tanto en estructura como en 
secuencia génica con respecto a la cepa Ab ATCC 17978 (CP000521) y con la cepa de referencia 
Ab ATCC 19606 (AB101202) con una identidad de 98% y 97% a nivel nucleotídico, 
respectivamente.  
Por otro lado no se identificó el locus bfn, encargado de la biosíntesis del baumannoferrin, que se 
detectó en el aislamiento de Ab33405 analizado en la sección anterior (sección 1.c). Sin embargo 
se detectaron dos genes pertenecientes al locus bfn en forma aislada en el genoma de Ab A118.  
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2.d) Elementos relacionados con la transferencia horizontal genética (THG) 
en Ab A118: Secuencias de inserción (ISs), secuencias fágicas e islas 
genómicas 
Se ha identificado la presencia de elementos genéticos móviles, tales como secuencias fágicas e 
islas genómicas. Se determinó la presencia de 7 islas genómicas y 2 posibles profagos. Sin 
embargo, no se detectó la presencia de ISs en el genoma de la cepa Ab A118. La distribución de 
estos elementos, secuencias fágicas e islas genómicas, se evidencio a lo largo de todo el genoma 
no estando confinados en un sector topológico particular de la estructura genómica de Ab A118. Se 
pudo observar en todas las islas la presencia de secuencias fágicas (Fig. 28). 
Por otro lado, se buscó identificar “in silico” plásmidos mediante el programa PlasmidFinder y 
mediante la identificación de las replicasas Aci de los plásmidos reportados por Bertini et al (206). 
No se han identificado plásmidos por ninguna de las dos metodologías empleadas en la cepa Ab 
A118. Para confirmar dicho resultado, se realizó una extracción plasmídica utilizando el protocolo 
de Hansen & Olsen et al (148) y utilizando un equipo de extracción plasmídico comercial Qiaprep 
Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden, Alemania). No se evidencio presencia plasmídica por ninguna de 
las dos metodologías experimentales confirmando el resultado negativo que se obtuvo mediante 
las técnicas realizadas “in silico”. 
 
Figura 28. Representación de la distribución de los elementos genéticos relacionados con la transferencia 
horizontal genética en el genoma de Ab A118. Las islas genómicas se representan en el anillo 1, el cual están 
representadas en color celeste las predichas por el software IslandViewer. Las secuencias fágicas se ven 
representadas en el anillo 2, el cual representamos en 2 colores según la categoría establecida por el software 
PHAST, en naranja se ve representado la categoría “intacto o completo” y en purpura la categoría 
“cuestionable”. El contenido de los nucleótidos GC se ven representados en el Anillo 3. El cálculo del 
contenido de GC se realizó mediante el software Artemis. La representación gráfica se realizó mediante el 
software Circos. 
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2.d.1) Secuencias fágicas en Ab A118 
Por otro lado se observó la presencia de secuencias fágicas, dentro de las cuales se han predicho 
2 profagos.  Uno de los profagos fue categorizado como intacto (profago 1) y el otro como 
cuestionable (profago 2) según lo predicho por el software PHAST (Fig. 28, Tabla 17). Se analizó la 
presencia de estos fagos en otros genomas bacterianos, obteniendo resultados negativos en dicho 
análisis. Se visualizaron parcialmente las secuencias fágicas en otros aislamiento de Ab. Sin 
embargo el profago 2 categorizado como cuestionable, fue recientemente identificado como un 
fago que se expresa en presencia de mitomicina en la cepa Ab A118 (222). Este profago se le 
asignó el nombre AbaS_TRS1 (KX268652).  







 Localización Profago relacionado 
(Número de acceso) 
%GC 














* , CDS : secuencia codificante 
# Categoría: clasificación de las predicciones basadas en el “score”. Score: es la puntuación asignada según 
las características  de la secuencia nucleotídica y las proteínas que codifica. Las categoría Intacto 
corresponde a valores de score de >90, cuestionable entre 70-90 e incompleto <70. 
 
Se observó que dentro de las estructuras predichas ambas contienen integrasa y su sitio 
recombinación sitio-especifico att. Para el profago 1 se identificaron el sitio de recombinación sitio-
especifico attR (TTCATATAAAAA) y attL (TTCATATAAAAA) y una integrasa de origen fágico. 
Dentro de los genes no esenciales del fago, se identificaron solamente proteínas hipotéticas. Para 
el profago 2, se identificaron los sitios de recombinación sitio-especifico attR 
(CCCGCCGAGCGCACCA) y attL (CCCGCCGAGCGCACCA) y una integrasa de origen fágico. Al 
igual que en el caso del profago 1, los genes no esenciales del fago, se identificaron como 
proteínas hipotéticas. 
2.d.2) Islas genómicas (IG) en Ab A118 
Se detectaron siete IG utilizando el software IslandViewer3 (Fig. 28). La isla de resistencia TnAbaR 
no fue identificada en la cepa Ab A118, encontrándose el gen comM intacto. En el mismo sentido 
que para la sección 1.d.2, las IGs fueron arbitrariamente denominadas como IG1 a IG7.  
Las secuencias de las IGs predichas fueron analizadas detalladamente y se detectó que en la 
estructura genética de dos de las IGs (IG5 e IG6) estaban presentes las secuencias predichas 
como posibles profagos mediante PHAST (Fig. 28). Todas las islas predichas presentaron un 
desvió considerado en el porcentaje de contenido de GC (29.9 – 40.28%) con respecto al promedio 
de la secuencia completa del genoma analizado (38.7%) (Tabla 18).  
A continuación se realizó la búsqueda de las estructuras genéticas de dichas islas en otros 
aislamientos bacterianos a fin de evidenciar su distribución para lo cual se utilizó la base de datos 
de GenBank. La estructura genética de 4 de las IG predichas fueron encontradas en otros 
genomas reportados en la base de datos GenBank (IG3, IG4, IG5 e IG7). La isla genómica IG3 fue 
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detectada en el genoma de Ab AB031 (CP009256) y A. nosocomialis 6411 (CP010368) con una 
identidad nucleotídica de 98% y 89%, respectivamente. En lo que respecta a la isla IG4 se 
encontró presente tan solo en el genoma de A. calcoaceticus NCTC7364 (LT605059) con una 
identidad nucleotídica de 99%. La isla IG4 presento en su estructura genética solamente genes con 
función desconocida. Por otro lado, la isla genómica IG5 de menor tamaño que IG4, presento 
secuencias fágicas en su estructura genética. La isla IG5 se detectó en el genoma de la cepa de 
Ab ATCC 17978 con una identidad nucleotídica de 99%. La isla IG7 se detectó ampliamente 
distribuido entre los genomas de Ab reportados en el Genbank con una identidad nucleotídica de 
98-96%.  
Considerando las islas genómicas para las cuales su estructura genética se encontró parcialmente 
en otros genomas (IG1, IG2 e IG7), se observó en ellas una cobertura de secuencia de 45 a 84%. 
La isla IG1 que presento una cobertura de alineamiento de 79% se detectó ampliamente distribuida 
entre los genomas de Ab presentes en la base de datos GenBank con una identidad nucleotídica 
de 97%. La isla genómica IG2 que es la que presenta menor cobertura de alineamiento (45%) se 
detectó en los genomas de Ab R2091 (LN997846), CIP70.10 (LN865143) y A. calcoaceticus 
NCTC7364 (LT605059). La isla IG6, isla de mayor tamaño entre todas las islas genómicas 
predichas, mostró una cobertura de alineamiento de 84 y 78% se detectó en los genomas de A. 
calcoaceticus NCTC7364 (LT605059) y Ab ZW85-1 (CP006768) con una identidad nucleotídica de 
99 y 98%, respectivamente.  
Para la isla genómica IG6 se decidió realizar un análisis detallado sobre el contenido de 
secuencias codificantes. Se identificó la presencia de 5 ARN de transferencias (ARNt), el cual nos 
podría llevar pensar que esta región sería un punto caliente (Hotspot) de plasticidad genética. Se 
identificaron genes codificantes para múltiples funciones biológicas como metabolismo de lípidos, 
nucleosidos y carbohidratos como también genes codificantes para factores de virulencia. Se 
determinó que presencia de dos de los genes predichos en la sección 2.c relacionados con 
virulencia. Tales factores de virulencia fueron una ATPasa PilB y una posible hemolisina. También 
se determinó la presencia de genes involucrados para una posible bomba de eflujo RND 
conteniendo los genes codificantes para las proteínas CmeA, CmeB y CmeC, que fueron 
ampliamente reportados como factores de virulencia y resistencia a antibiótica (223–225). También 
posee un sistema de dos componentes homologo a QseBC, el cual ha sido reportado como un 
regulador global de la virulencia en la familia bacteriana Enterobacteriaceae y Pasteurellaceae 
(226) (Tabla 18).  
Tabla 18. Islas genómicas predichas mediante IslandViewer3 












6000 37.68 proteína hipotética, proteína hipotética, proteína hipotética, 





8100 29.9 putativo regulador transcripcional (familia TetR), proteína hipotética, 
proteína hipotética, proteína hipotética, regulador transcripcional (familia 




7260 40.28 proteína de membrana externa A, proteína fágica de la fibra de la cola, 





11631 30.49 proteína hipotética, proteína hipotética, proteína hipotética, proteína 
hipotética, proteína hipotética, proteína hipotética, proteína hipotética, 
proteína hipotética 




4892 34.96 proteína hipotética, proteína hipotética, proteína hipotética, proteína 
hipotética, integrase fágica, proteína hipotética, putativo regulador 




115589 39.56 transportador/citolisinas activador de la familia TpsB, tRNA-Trp-CCA, 
tRNA-Leu-TAG, tRNA-Trp-CCA, tRNA-Leu-TAG, proteína serin/treonina 
quinasa, proteína hipotética, proteasa dependiente de ATP, proteína 
hipotética, proteína TsaD/Kae1/Qri7, proteína S21p SSU ribosomal, 
transamidasa GatB, metaloproteasa YfgC, Glioxilato reductasa, proteína 
hipotética, proteasa dependiente de Zinc con función de chaperona, 
amidofosforibosiltransferasa, proteína relacionada con la producción de 
Colicin V, dihidroorotato dehidrogenasa, proteína M vía general 
secreción, putativa proteína L (familia GspL) vía de general secreción, 
glicerol-3-fosfato deshidrogenasa [NAD(P)+], nitroreductasa, putativa 
péptido señal, helicasa RhlB dependiente de ATP, proteína CspA, 
proteína hipotética, ARN polimerasa (factor sigma RpoH), proteína ThiS, 
proteína ThiG, proteína hipotética, proteína YaA, N-formilglutamato 
deformilasa, ribonucleasa Z, aminoacil-histidina dipeptidasa (Peptidasa 
D), proteína hipotética, Cyclohexadienil deshidrogenasa, Chorismato 
mutasa I, proteína IroE, Butiril-CoA deshidrogenasa, C4-dicarboxilato 
transportador (fumarato, L-malato, D-malato, succunato, aspartato), 
Antranilato fosforibosiltransferasa, proteína hipotética, NAD quinasa, 
Multimodular transpeptidasa-transglicosilasa, proteína hipotética, 
proteína mutT (7,8-dihydro-8-oxoguanine-triphosphatase), proteína 
hipotética, Sensor histidina quinasa QseC, regulador de respuesta 
QseB, proteína B relacionada con la biosíntesis de cofactor de 
molibdeno, ATPasa PilB, proteína MgtC, proteína hipotética conservada, 
ferredoxina--NADP(+) reductasa, proteína PhzF, aspartato 
aminotransferasa, putativa proteasa, 4Fe-4S ferredoxina, proteína EmrE, 
proteína HisP, proteína permeasa HisM, proteína permeasa HisQ, 
proteína HisJ, Probable proteína regulador transcripcional, proteína 
CmeA, proteína CmeB, proteína CmeC, Serina hidroximetiltransferasa, 
proteína hipotética, Lisofosfolipasa, Exodeoxyribonucleasa X, proteína 
hipotética, tRNA-Arg-CCG, endolisina fágica, proteína hipotética, 
proteína fágica de la fibra de la cola, proteína fágica de la fibra de la 
cola, proteína hipotética, proteína hipotética, proteína fágica de la cola, 
proteína hipotética, proteína hipotética, proteína hipotética, proteína 
hipotética, proteína hipotética, proteína hipotética, proteína fágica 
antirepresor, proteína hipotética, proteína hipotética, proteína hipotética, 
proteína hipotética, proteína hipotética, proteína hipotética, proteína 
fágica de la cápside, proteína fágica, proteína hipotética, proteína fágica, 
proteína estructural 62kDa, putativa terminas fágica, proteína fágica, 
proteína hipotética, proteína hipotética, proteína hipotética, proteína 
hipotética, proteína hipotética, tRNA-Arg-TCT, proteína hipotética, 





12212 40.01 regulador relacionado con la utilización de ornitina, regulador 
relacionado con la utilización de ornitina, Dihydroflavonol-4-reductasa, 
proteína hipotética, probable epoxi hidrolasa EPHC, Ciclohexanona 
monooxigenasa, precursor beta de la tripsina, regulador transcripcional 
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2.e) Locus K y locus OC en Ab A118 
Hemos analizado la estructura del Locus K o también llamada PSgc presente en el genoma de Ab 
A118. El mismo posee un tamaño de 28687 pb y un porcentaje de contenido de GC de 33.4%. El 
presente locus se encuentra inserto entre los genes fkpA y lldP como fue reportado previamente. 
Se realizó un análisis de la estructura global del locus K y se observó un 99% de identidad 
nucleotídica y una cobertura de 100% con el aislamiento Sv8/PSgc8 descripta por Hu et al (90). Se 
comparó el locus K encontrado en el genoma de Ab A118 frente a los locus K que han recibido una 
nomenclatura (KL), no se encontró esta estructura entre dicho grupo, presentando mayor identidad 
con el locus KL14 del aislamiento de Ab D46 (KF030679) con una cobertura de 54% y una 
identidad nucleotídica de 94% (Fig. 29).  
 
Figura 29. Comparación de las estructuras genética de Ab A118, LUH 5538 y D46 del locus K encargado de 
la síntesis de la síntesis del polisacárido capsular. La comparación se realizó mediante el software BLAST 
versión 2.2.31 y la representación gráfica mediante el software EasyFig versión 2.1 
Considerando la clasificación del locus K presente en dicho aislamiento nos permitió determinar 
que PSgc8 sería capaz de sintetizar los polisacáridos UDP- DGlc(2NAc3NAc)A mediante los genes 
galU, ugd, gpi, gne, cgmA, pgm y el grupo de genes rml (rmlA, rmlB, rmlC y rmlD) (Tabla 19). A su 
vez la presencia de los genes rml podrían ser responsables de la síntesis de D-Qui3N(R3Hb) (3-
[(R)-3-hydroxybutanoylamino]-3-deoxy-D-quinovosa) (Tabla 19). Se puedo determinar mediante el 
análisis global de los genes que componen dicho locus, que la estructura de la unidad repetitiva de 
polisacáridos capsular presente en el genoma de Ab A118 posiblemente seria LRha(α 1-2)LRha(α 
1-3)LRha(α 1-3)GlcNAc(α1- con una ramificación lateral de (3-1 β)ManNAc.  
Tabla 19. Estructura genética del Locus PSgc8 predicho para Ab A118 
Proteína Anotación por BLASTp Identidad/similitud % 
frente a Ab Sv8/PSgc8 
(A.N.) 
Identidad/Similitud % 
frente a la base de datos 
GenBank 
(A. N.) 
Wzc Proteína tirosin-quinasa 99/99(AHB32321) 99/99(AHB32321) 
Wzb Proteína tyrosin-fosfatasa 100/100(AHB32320) 100/100(AHB32320) 
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Wzx7 O antígeno flipasa 99/100(AHB32313) 99/100(AHB32313) 
WafX Glicosiltransferasa 100/100(AHB32312) 100/100(AHB32312) 
Wzy7 O antigen polimerasa 99/100(AHB32311) 100/100(EXC07237) 
WafY Glicosiltransferasa 99/99(AHB32310) 99/99(KQG96051) 
WafZ Glicosiltransferasa 99/100(AHB32309) 100/100(KQG96052) 




WagB Glicosiltransferasa 100/100(AHB32306) 100/100(AHB32306) 
WeeH Glicosiltransferasa 99/100(AHB32305) 99/100(AHB32469) 




Gpi Glucosa-6-fosfato isomerasa 99/100(AHB32302) 100/100(AHB32472) 
CgmA Proteína transmembrana 
cíclica beta-1,2-glucan 
96/98(AHB32301) 100/100(KQF16893) 
Pgm Fosfomannomutasa 97/98(AHB32300) 99/100(KQD08575) 
 
Por otro lado, hemos también identificado el locus OC, responsable de la síntesis del antígeno O, 
el cual presenta un tamaños de 9641 pb y un contenido de GC de 37.7%. Se observó que la 
estructura genética que presento mayor similitud se corresponde con los locus OC descriptos en 
Ab D46 (KF030679), ZW85-1 (CP006768) y 6200 (CP010397), presentando una identidad 
nucleotídica de 98% y una cobertura de 79%. Dicho análisis indica que el locus presente en Ab 
A118 es un nuevo locus OC. La estructura genética presente en el genoma de Ab A118 se 
encontraría mayormente relacionada con el locus OCL6 caracterizado para la cepa Ab D46 (Fig. 
30).  
 
Figura 30. Comparación de las estructuras genética de A118 y D46 (OCL6) del locus K encargado de la 
síntesis de la síntesis del polisacárido del antígeno O. Los genes aspS y ilvE son los genes que flanquean al 
locus OC por los que se encuentra el nombre en verde. La comparación se realizó mediante el software 
BLAST versión 2.2.31 y la representación gráfica mediante el software EasyFig versión 2.1 
La diferencia de la estructura genética del locus OC presente en Ab A118 y D46 son 1769 
nucleótidos presentes en Ab A118. Dichos nucleótidos codificarían glicotransferasas con una 
identidad aminoacídica de 100% con Ab Naval-72 (EKK07863; EKK0791) (Tabla 20). Otra 
diferencia es la presencia de los genes rml (rmlB, rmlD, rmlA y rmlC) en el locus OCL6 de la cepa 
D46, genes que se encuentran en el locus K en el genoma de Ab A118. 
Según la clasificación realizada por Kenyon et al 2014, este locus OC relacionado con el OCL6 
pertenecería al grupo B (91). 
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Tabla 20. Estructura genética de locus OC predicho para Ab A118 
Proteína Anotación por BLASTp  Identidad/similitud % 
frente a Ab D36 (A.N.)* 
Identidad/Similitud % 
frente a la base de 
datos GenBank (A. N.) 
GtrOC1 Glicosiltransferasa 99/99(AKC34398) 100/100(EKK07813) 
Pda2 Polisacárido deacetilasa 99/99(AKC34397) 100/100(EKK07811) 
GtrOC18 Glicosiltransferasa 97/99(AKC34396) 99/99(AHB90250) 
GtrOC19a Glicosiltransferasa 86/92(AKC34395) 100/100(EKK07863) 
GtrOC_A118_1 Proteína capsular de la síntesis de la 
polisacárido  
ND 100/100(EKK07911) 
GtrOC_A118_2 Glicosiltransferasa ND 100/100(EKK07913) 
GtrOC21 Glicosiltransferasa 96/99(AKC34389) 100/100(KQF20379) 
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Parte 3. Transformación natural en Acinetobacter baumannii (Ab)  
3.a) Genes homólogos relacionados con la transformación natural en Ab 
Considerando la premisa de que la Ab es una especie competente natural, por ende capaz de 
llevar a cabo transformación, decidimos identificar los genes relacionados con la transformación 
natural en Ab. En primer lugar, llevamos a cabo la identificación de genes homólogos relacionados 
con el proceso de transformación natural que han sido descriptos en otras especies y géneros 
bacterianos en la cepa Ab A118. Hemos identificado la presencia de 17 genes de competencia 
natural en dicha cepa los cuales estarían involucrados en el proceso de transformación natural 
(Tabla 21).  










comEA comEA comEA comE rec2 
comEC comEC comEC comA comE1 
pilQ pilQ - pilQ come 
pilD pilD comC pilD pilD 
pilF pilF comFC comF comF 
pilP pilP - pilP comD 
PilA PilA comGA pilE pilA 
pilW pilW yrrB pilW pilF2 
pilH pilB - pilB pilB 
pilM pilM - pilM coma 
pilO pilO - pilO comC 
pilN pilN - pilN comB 
pilY pilC comGB pilG pilC 
pilE VC0857 comGC fimT pilA 
pilR pilR - - pilR 
pilT pilT - pilT pilB 
* La homología está basada en la similitud de secuencia proteica, la posición de los genes en los operones y su función 
predicha. Sumado a la homología por similitud de secuencia proteica, se consideró también una cobertura aminoacídica de 
70% e identidad aminoacídica de 30%, y valores de E-value mayores a 10
-5
 en el análisis mediante BLAST. 
^ Las secuencias aminoacídicas utilizadas para la predicción por homología fueron aquellas descriptas en las cepas Vibrio 
cholerae El Tor N16961 (NC 002505-6), Bacillus subtilis str 168 (NC 000964), Neisseria gonorrhoeae FA 1090 (NC 002946), 
Haemophilus influenzae Rd KW20 (NC 000907). 
# Nombre del gen asignado en base a la anotación del genoma de Ab ATCC 17978. 
 
En virtud de lo expuesto y el hecho de que 17 genes involucrados en transformación natural fueron 
identificados en la cepa Ab A118, se decidió determinar si dichos genes son intrínsecos de 
especie. Para llevar a cabo el presente análisis generamos una base de datos con la secuencia 
aminoacídica de los genes de competencia pertenecientes a Ab A118 y llevamos a cabo la 
búsqueda mediante la utilización del software BLAST. Para el análisis se evaluaron 42 genomas de 
Ab tomados al azar de la base de datos del GenBank de diferentes regiones del mundo 
pertenecientes a distintos clones aislados de diferentes muestras clínicas. Se determinó que todos 
los genomas presentan los 17 genes de competencia identificados para la cepa Ab A118. Por otro 
lado, se observó que el gen comM está invadido por la isla genómica TnAbaR en 41 de los 
genomas analizados. También, se determinó que 15 de 16 secuencias codificantes presentan una 
alta conservación con una similitud mayor a 80% entre los aislamientos de Ab (Fig. 31) 
Por otro lado, se evaluó la presencia de estos genes en ocho genomas de otras especies dentro 
del género Acinetobacter. Se observó solamente que en 12 de los 16 genes se encontraron 
presentes en las todas las especies evaluadas dentro del género. Sin embargo, A. nosocomialis, 
una especie relacionada filogenéticamente con Ab y un importante patógeno nosocomial, posee los 
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16 genes de competencia predichos para Ab, con un considerable grado de conservación y un 
promedio de similitud de 86.47% (Figura 31).  
 
Figura 31. Mapa de calor donde se visualiza lo niveles de similitud entre los genes de competencia predichos 
para Ab y otras especies del género Acinetobacter. El agrupamiento descripto en el árbol fue por el método 
euclediano. El mapa de calor fue realizado mediante el programa R Project y los valores de similitud fueron 
determinados por BLASTp. 
3.b) Evidencia de transformación natural en diversos aislamientos clínicos 
de Ab. 
En virtud del objetivo planteado donde se intenta dilucidar el rol de la transformación natural tanto 
en la adquisición de determinantes de resistencia como en la plasticidad genética de los diferentes 
clones de Ab prevalentes en nuestro medio decidimos evaluar si aislamientos clínicos recuperados 
en nuestro medio eran capaces de llevar a cabo transformación natural.  
3.b.1) Selección y características de los aislamientos clínicos de Ab a emplear en el 
presente estudio 
Como primer paso, procedimos a seleccionar las cepas a estudiar teniendo en cuenta que 
pertenecieran a diferentes linajes clónales, diferentes años, y con diversas características. Las 
cepas seleccionadas con sus correspondientes datos se listan en la tabla 22. En la misma también 
figura el dato de la Concentración Inhibitoria Mínima (CIM) tanto para kanamicina (KAN) como 
amikacina (AK), antibióticos normalmente utilizados en los ensayos de transformación para 
seleccionar las células transformadas (143). Como se observa en la tabla 22 puede observarse 
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Tabla 22. Cepas de Ab seleccionadas para el estudio. 
Cepa CC
#






A101 CC109 1990 intI2/ blaCARB-4/ aadB/ Isla tipo 
TnAbaR 
>128 / 3 
A144 CC109 1987 intI1/ Isla tipo TnAbaR/ aacC2 >128 / 12 
A104 Singleton 1992 intI1/Isla tipo TnAbaR/ aac(6’)-Ib >128 / >128 
A171 CC113 2005 intI2/ Isla tipo TnAbaR >128 / 12 
A155 CC109 1994 intI1/ Isla tipo TnAbaR/ 
aac(6’)-Ib 
>128 / 10 
A42 CC109 2011 tet(A)/ aac(6’)-Ib/ Isla tipo TnAbaR 4 / 3 
A287 Singleton 2006 intI1/ intI2/ Isla tipo TnAbaR  >128 / 12 
A13205 CC110 2011 tet(B)/ ISCR2/ Isla tipo TnAbaR >128 / 12 
A156 Singleton 1997 intI2/ Isla tipo TnAbaR 8 / 12 
A118 Singleton 1984 - 2/1 
# CC: Complejo Clonal 
* Algunos de los determinantes genéticos asociados a resistencia antibiótica 
^ KAN: Kanamicina/ AK: Amikacina / CIM: Concentración inhibitoria mínima 
Asimismo, se puede observar que la mayoría de los aislamientos presentan algún determinante de 
resistencia antibiótica como también la isla genómica de multirresistencia antibiótica TnAbaR. Se 
identificó en todos las cepas de Ab la presencia del gen intrínseco blaOXA-51. También se logra 
evidenciar una gran resistencia al aminoglucósidos KAN con un valor de CIM en el 80% de los 
aislamientos mayor a 128 μg/ml. Se puede observar que el 70 % de los aislamientos posee 
integrones; de los cuales cuatro poseen integrón de clase 1, cuatro poseen integrón de clase 2 y 
uno de ellos poseen ambas clases de integrones. La presencia de la isla genómica tipo TnAbaR 
interrumpiendo el gen comM se detectó en 9/10 (90%) aislamientos clínicos.  
3.b.2) Transformación natural en aislamientos clínicos de Ab 
Una vez seleccionadas las cepas a utilizar en el presente estudio, y con el fin de evaluar la 
capacidad de transformación natural de los 10 de Ab aislamientos arriba mencionados (sección 
3.b.1) procedimos a llevar a cabo los ensayos de transformación natural.  
Como ha sido expuesto anteriormente la mayoría de los aislamientos recuperados en nuestro 
medio mostraron un fenotipo multirresistente. Considerando este hecho se decidió realizar la 
evaluación cuantitativa de la transformación natural mediante recuento de células utilizando 
citometría de flujo y empleando como ADN transformante el plásmido pDsRedAk, el cual porta la 
proteína DsRed la cual emite a una longitud de onda de 586 nm (color rojo). Asimismo, se utilizó el 
ADN simple cadena marcado con el fluoroforo AlexaFluor-488 cual emite a la longitud de onda 525 
nm (color verde). Se observó que todos los aislamientos evaluados poseen la capacidad de llevar a 
cabo el proceso de transformación natural pero con frecuencias de transformación variable, sin 
embargo, las diferencias de frecuencia de transformación no resultaron significativas.  
Se observó variabilidad en el nivel de competencia en los distintos aislamientos evaluados cuando 
incluimos en el ensayo el antibiótico KAN (marcador de resistencia presente en el plásmido 
pDsRedAk). Observamos que un 1-24,7% de eventos positivos en ausencia de KAN 10 μg/ml y 
3,7-30,9% de eventos positivos en presencia de KAN μg/ml (Tabla 23).  
Además, observamos que la cepa Ab A118, la cual había sido reportada como competente natural 
anteriormente por nuestro grupo,  mostraba el mayor número de células bacterianas con capacidad 
de captar ADN simple cadena exhibiendo un porcentaje de 7,1% sobre 20000 células (Tabla 23). 
Asimismo y en parte coincidiendo con lo observado con DNA simple cadena, la cepa Ab A118 
mostro los mayores niveles de transformación al utilizar ADN doble cadena, exhibiendo un 
porcentaje de 30,9% sobre 20000 células totales en presencia de KAN 10 μg/ml. Sin embargo, 
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observamos que la cepa Ab A42 alcanzaba el mayor número de células transformadas con ADN 
doble cadena en ausencia de KAN (24,7 % sobre 20000 células totales). Al comparar la cantidad 
de células transformadas con ADN simple cadena como ADN doble cadena (pDsRedAk), se 
observó una cantidad significativamente mayor de células que captaron pDsRedAk con respecto al 
ADN simple cadena marcado con AlexaFluor-488.  
Tabla 23. Incorporación del plásmido pDsRedAK y del LNA/DNA-Alexa488 medidos mediante citometría de 
flujo  









(% eventos)  
LNA/DNA-Alexa-488 (% eventos) 
A101 21,2% 15,9% 6,40% 
A144 11,7% 11,7% 1,50% 
A104 14,5% 14,5% 0,19% 
A171 24,3% 24,3% 2,51% 
A155 15,4% 15,4% 1,82% 
A42 24,7% 13,3% 3,40% 
A287 8,6% 3,7% 3,58% 
A13205 1% 9,3% 4,66% 
A156 10,7% 9,5% 5,58% 
A118 4,9% 30,9% 7,10% 
* ATB: Antibiótico (KAN 10 μg/ml) 
Los resultados obtenidos por citometría de flujo fueron confirmados mediante microscopía confocal 
(Fig. 32A). También, se realizó la visualización de los planos Z mediante microscopía confocal para 
evidenciar la internalización del ADN simple cadena marcado con fluorescencia (LNA/DNA-
AlexaFluor-488) (Fig. 33B). 
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Figura 32. Internalización de LNA/ADN conjugado con el fluoróforo Alexa488. (A) Células de Ab A118 en 
ensayo de transformación natural con LNA/ADN conjugado con Alexa-488 y las células fueron marcadas con 
FM5-95. (B) Planos Z donde se visualiza la internalización del LNA/ADN conjugado con Alexa-488, donde las 
células fueron marcadas con FM5-95.  
Como se mencionó anteriormente y lo que justifico el uso de citometría para evidenciar la 
adquisición de material genético, la mayoría de los aislamientos presentaron valores de CIM altos 
para KAN y AK, el plásmido pDsRedAk no se pudo seleccionar en placa con respectivos 
antibióticos para evidenciar el cambio fenotípico. Sin embargo para la cepa A118, sensible a KAN y 
AK, se logró observar la expresión de la pigmentación roja en placa conteniendo antibitóticos 
debido a la adquisición del plásmido pDsRedAk y de la expresión de la proteína DsRed (Fig.  33). 
También se observó el cambio en el valor de CIM a AK, pudiéndose observar un aumento en la 
misma. El valor de CIM de la cepa transformada fue de 8 μg/ml con respecto a 1 μg/ml de la cepa 
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parental no transformada (Fig. 33). A partir de este resultado, se evaluó la frecuencia de 
transformación natural con ADN plasmídico (pDsRedAk) de A118, observándose una frecuencia de 




. Debido a las características de 
dicha cepa, y el conocimiento de su capacidad de competencia natural, se seleccionar dicha cepa 
cepa como modelo para los estudios que se muestran en la próxima sección (Parte 4). 
 
Figura 33. Cambio fenotípico de la cepa Ab A118 luego del ensayo de transformación natural con ADN 
plasmídico pDsRedAk. (A) Pigmentación roja de la cepa Ab A118 transformada con pDsRedAk. (B) Cambio 
en la CIM a AK del aislamiento A118 transformado con pDsRedAk. 
Sumado a los resultados obtenidos en la cepa Ab A118 transformada con pDsRedAk también se 
evaluó la frecuencia de transformación natural en la cepa clínica Ab A42, dado que la misma 
resulto sensible a KAN, como también en la cepa de referencia Ab ATCC 17978 (también 
susceptible a dicho antibiótico). Se observaron frecuencia de transformación natural para Ab A42 y 








, respectivamente.  
Con los resultados obtenidos, nos permite concluir que los linajes de Ab aquí testeados, los cuales 
son los circulantes en nuestro medio, poseen la capacidad de incorporar ADN foráneo con 
diferentes niveles de adquisición.  Esto coincide con otras rasgos estudiados para Ab donde se 
observa que varios efectos y/o procesos son cepa dependiente. 
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3.b.3) Transformación de Ab A118 con ADN genómico provenientes de otros 
aislamientos de Ab y de otros géneros bacterianos 
Por último, se decidió evaluar la capacidad de la cepa A118 de captar ADN genómico de su propia 
especie como de otros géneros bacteriano como fuente de evolución genómica. En primer lugar se 
transformó la cepa Ab A118 con ADN genómico de Ab A144 (A118:: A144g) y A155 (A118::A155g) 
y se verifico para ambos ensayos de transformación la adquisición de ADN transformante mediante 
PCR para genes ya identificados en dichas cepas como también cambio en el fenotipo de 
resistencia mediante determinación de la CIM utilizando E-test. Se pudo verificar la adquisición de 
los genes de aphA1, aacC2 y aac(6´)-Ib como también el cambio en el fenotipo de resistencia a 
antibióticos para gentamicina (GEN) y KAN. Se observó un aumento en Ab A118::A144g de la CIM 
de 2 μg/ml y 12 μg/ml para GEN y KAN con respecto a la CIM de 0,75 μg/ml y 1,5 μg/ml para GEN 
y KAN en la cepa sin transformar. Se observó un cambio fenotípico similar para la transformación 
Ab A118::A155g con un aumento de la CIM de 24 μg/ml y 2 μg/ml para KAN y GEN, 
respectivamente. También, se determinó la frecuencia de transformación natural para A118::A144g 






Subsecuentemente, se evaluó la capacidad de transformación natural con ADN de otras especies 
bacteriana, y de esta forma, explicar el hecho de la presencia de ADN que tiene origen en otras 
especies bacterianas en los genomas de Ab reportados en múltiples trabajos en la literatura 
(Fournier et al 2006, Touchon et al 2014, Perichon et al 2014, Martinez et al 2016). Para la 
realización de los ensayos, se utilizó para la selección de las células transformantes los genes que 
confieran alguna resistencia antibiótica presente en el ADN genómico a utilizar para la 
transformación.  
Se realizó el ensayo de transformación natural con ADN genómico de Pseudomonas aeruginosa 
318 (conteniendo la metalo ß-lactamasa blaVIM-1 que confiere resistencia ß-lactámicos incluyendo 
carbapenemes), Staphylococcus aureus clon cordobés (contiene la estructura genética SSCmecA, 
resistencia a ampicilina), Enterococcus faecalis VanB (contiene el gen vanB que confiere 
resistencia a vancomicina), Proteus sp. (contiene la metalo ß-lactamasa blaNDM-1, que confiere 
resistencia ß-lactámicos incluyendo carbapenemes) y Klebsiella pneumoniae Kb18 (contiene la ß-
lactamasa blaKPC-1 que confiere resistencia ß-lactámicos incluyendo carbapenemes).   
Como se mencionó diferentes antibióticos según correspondiera fueron utilizados en la selección 
de las celúlas transformadas y se realizó la PCR identificar en aquellos casos que se pudiera la 
adquisición de genes/determinantes que pudiesen explicar el cambio del fenotipo.  
Se obtuvo resultado positivo con tres de los cinco ADN de otras especies bacterianas empleados 
en el presente estudio. Resultados positivos de transformación con el ADN de K. pneumoniae 
Kb18, Proteus sp y S. aureus clon Cordobés fueron evidenciados. No se logró determinar la 
frecuencia de transformación debido que en todos los casos se obtuvieron crecimientos en forma 
de películas. Para evaluar el cambio fenotípico en la cepa Ab A118 transformada con ADN de K. 
pneumoniae Kb18 en lo que respecta a la resistencia a antibiótica se realizó el antibiograma para 
diferentes antibióticos como también la determinación de la CIM para meropenem (MEM) e 
imipenem (IPM).  
En el antibiograma se observaron diferencias para amoxicilina –ácido clavulanico (AMC), MEM, 
IPM, ciprofloxacina (CIP) y cefepime (FEP) (Tabla 24). Para el caso del aislamiento Ab A118::Kb18 
(Ab A118 transformada con ADNg de K. pneumoniae Kb18) se observó además un aumentado en 
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los valores. Las células transformadas exhibieron valores de CIM de 16 μg/ml para MEM y 16 
μg/ml para IPM (Tabla 25).  
Tabla 24. Antibiograma mediante discos de difusión para diferentes antibióticos de Ab A118 y A118 








AM 10 6 
CF 6 6 
AMC 12 6 
SXT 20 18 
TE 24 24 
CAZ 20 20 
MEM 26 7 
IPM 30 12 
CN 23 24 
AN 24 24 
NOR 21 20 
FOX 11 9 
NA 20 20 
CIP 30 18 
FEP 25 13 
* Los valores están expresados en milímetros (mm) 
# AM: Amoxicilina; CF: cefexima;  AMC: Amoxicilina-Acido Clavulanico; SXT: Trimetroprima/sulfactam; TE: tetraciclina;  
CAZ: Ceftazidima; MEM: Meropenem; IPM: Imipenem; CN: Gentamicina; AN: amikacina; NOR: Norfloxacina; FOX: 
Cefoxitina NA: Acido Nalidixico; CIP: Ciprofloxacina; FEP: Cefepime 
 
Tabla 25. Concentración inhibitoria mínima para diferentes antibióticos de Ab A118 y A118 transformada con 
ADN de Klebsiella pneumoniae Kb18 y VA360 
Antibióticos
#
 A118* A118::Kb18* 
MEM 0.125 16 
IPM 0.25 16 
# MEM: Meropenem; IPM: Imipenem 
* Concentración inhibitoria mínima esta expresada en μg/ml 
 
Mientras, para el caso del aislamiento Ab A118::NDM-1 (Ab A118 transformada con ADNg de 
Proteus sp. que contenía el gen blaNDM-1) se observó solamente un leve aumento de los valores de 
CIM de 0,5 μg/ml para MEM. Para el caso de la transformación natural obtenida con S. aureus, se 
observó un incremento en la resistencia a KAN, neomicina y AK de 2, 0,75 y 3 μg/ml, 
respectivamente. Dicho resultado corresponde a un orden de magnitud el aumento, con respecto a 
la cepa no transformada. 
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Parte 4. Variables físicas y químicas presentes en el entorno que 
influyen sobre la frecuencia de transformación natural en 
Acinetobacter baumannii (Ab)  
4.a) Cinética de transformación natural en Ab A118 
Se buscó establecer la velocidad de transformación natural en la que Ab A118 es capaz de captar 
y expresar el ADN transformante presente La cinética de transformación se realizó con ADN 
plasmídico (pDsRedAk). A tan solo 30 segundos de agregado el ADN plasmídico en el ensayo de 
transformación natural se obtuvo desarrollo positivo de colonias. La frecuencia de transformación 
evidenciada en dicho caso se correspondío con un valor de 8,03 x10
-2 
transformantes/ml. La 
frecuencia transformación máxima, que se corresponde con 1,24 x10
-1
 transformantes/ml, es 
alcanzada a los 90 min de la reacción de transformación (Fig. 34). A partir de los resultados 
obtenidos, se puede concluir que Ab A118 sería capaz de captar ADN y expresarlo de forma rápida 
(30 segundos), y consecuentemente, adaptarse de forma rápida a ambientes hostiles (Fig. 34). 
 
Figura 34. Cinética de transformación natural de Ab A118 utilizando como ADN transformante pDsRedAk. Se 
tomaron las lecturas de eventos de transformación natural del tiempo 0 a 180 min durante 12 intervalos. Los 
datos son expresados como la media y las barras de error representan la desviación estándar (n= 6 réplicas 
biológicas). 
4.b) Impacto de la temperatura, el pH, la osmolaridad y la luz azul sobre la 
frecuencia de transformación natural 
Con el fin de caracterizar  el potencial impacto de diferentes factores físicos en la frecuencia de 
transformación natural, es que decidimos testear diferentes temperaturas, rangos de pH, 
concentración de cloruro de sodio y luz, en este casi luz azul utilizando nuevamente la cepa Ab 
A118 y el plásmido pDsRedAk en los diversos ensayos de transformación natural. 
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Procedimos a evaluar la temperatura óptima de transformación natural en Ab A118 para lo cual se 
evaluaron cinco temperaturas distintas (25, 30, 35, 37, 42 C) considerando aquellas temperaturas 
que por datos reportados en la literatura se conoce que Ab no modifica su crecimiento plantónico 
(227). No se observaron diferencias significativas en las frecuencias de transformación natural en 
todas las temperaturas evaluadas (Fig. 35). También se evaluó la viabilidad celular mediante 
recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) y no se observó diferencias significativas en 
las diferentes temperaturas evaluadas.  
 
Figura 35. Efecto de las diferentes temperaturas de incubación durante el proceso de transformación natural 
sobre Ab A118. Se utilizó como ADN transformante al plásmido pDsRedAk. Los datos son expresados como 
la media y las barras de error representan la desviación estándar (n= 3 réplicas biológicas). 
Por otro lado, se buscó identificar el efecto del pH sobre la supervivencia bacteriana y la frecuencia 
de transformación natural utilizando nuevamente nuestra cepa modelo de estudio (A118). Para 
evaluar dicho efecto se evaluó un rango de pH que fue de 2 a 14. Se observó crecimiento 
bacteriano tan solo en pH 5-5,5 y 7-7,5, no observándose diferencias significativas en la viabilidad 
celular mediante recuento de UFC en dichos rangos de pH. Sin embargo, pudimos observar 
diferencias significativas en lo que respecta a la frecuencia de transformación, observandose a pH 
7 un incremento en la frecuencia de transformación natural (Fig. 36).  
 
~ 87 ~ 
Figura 36. Efecto del pH sobre la frecuencia de transformación natural en Ab A118.  Se utilizó de ADN 
transformante el plásmido pDsRedAk. Los datos son expresados como la media y las barras de error 
representan la desviación estándar. El asterisco indica que se han observado diferencias estadísticamente 
significativas (*, P<0,05 Mann-Whitney test, n= 6 réplicas biológicas). 
Además, se decidió evaluar el efecto de la osmolaridad sobre la frecuencia de transformación 
natural, para lo cual se evaluaron distintas concentración de cloruro de sodio (0, 0.25, 0.5, 0.75, 
1.0, 1.25% p/v) en el medio de cultivo LB utilizado para los ensayos de transformación. No se 
observaron diferencias significativas en las frecuencias de transformación en las distintas 
concentraciones evaluadas, por lo que el estrés osmótico no afectaría la capacidad de 
transformación natural en Ab A118 (Fig. 37). 
 
Figura 37. Efecto de la osmolaridad del medio en el que se encuentra Ab A118 sobre la frecuencia de 
transformación natural. Se evaluó la osmolaridad mediante un gradiente de concentración de cloruro de sodio 
(ClNa). El ADN transformante utilizado fue el plásmido pDsRedAk. Los datos son expresados como la media y 
las barras de error representan la desviación estándar (n= 3 réplicas biológicas). 
Por último, se decidío evaluar el efecto de la luz azul sobre la transformación natural. La razón para 
evaluar dicho efecto radicó en que previamente se observó que la luz azul, en algunos casos 
mediado por el fotoreceptor BlsA, puede modular diversos procesos celulares como ser motilidad, 
formación de biopelícula, etc. (228,229). En lo que respecta a la transformación natural, no se 
observaron diferencias significativas en la frecuencia de transformación al exponer las células 
bacterianas a luz azul comparadas a las que se incubaron en oscuridad (Fig. 38). 
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Figura 38. Efecto de la luz azul sobre la frecuencia de transformación natural en Ab A118. Se utilizó como 
ADN transformante el plásmido pDsRedAk. Los datos son expresados como la media y las barras de error 
representan la desviación estándar (n= 6 réplicas biológicas). 
4.c) Influencia de la concentración y tipo de ADN transformante en la 
frecuencia de transformación natural 
Se determinó si la concentración como también el tipo de ADN (plasmídico o genómico) afecta la 
frecuencia de transformación natural.  
En el caso de los experimentos de transformación realizados utilizando ADN genómico, en los 
mismo se utilizó el  ADN genómico de dos aislamientos de Ab (A155 y A144) de los cuales 
contamos con la secuenciación genómica completa de los mismos.  
Las concentraciones de ADN testeadas fueron 5, 10, 20, 50, 80 y 100 ng/ul tanto para los ensayos 
con ADN genómico como plasmídico. En ninguno de los dos casos, ya sea con genómico o 
plasmídico, se observaron diferencias significativas en la frecuencia de transformación entre las 
distintas concentraciones de ADN evaluadas.  
Sin embargo, se puede observar que las frecuencias medias de transformación natural con ADN 
plasmídico son mayores en concentraciónes mayores o iguales a 50 ng/μl comparada con la 
frecuencia obtenida a la misma concentración cuando se utiliza ADN genómico (Fig. 39).  
Para cada ensayo realizado con ADN genómico se confirmaron las transformaciones mediante 
PCR. Se observó que en el 100 % de los muestreos de 10 colonias todas resultaron positivas para 
la amplificación de los genes aac(3)-IIa (aacC2) y aph(3´)-Ia, los que confieren resistencia a 
aminoglucósidos.  
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Figura 39. Frecuencia de transformación natural exponiendo Ab A118 a distintas concentraciones de ADN 
plasmídico y genómico. La cuantificación del ADN transformante fue realizada mediante mediciones 
espectrofotométricas. Los datos son expresados como la media y las barras de error representan la 
desviación estándar (n=3 réplicas biológicas). 
4.d) Crecimiento en diferentes medios de cultivo y su impacto en la transformación 
natural 
Con el propósito de determinar si la composición de los medios de cultivo podría tener un impacto 
en la frecuencia de transformación natural, se ensayaron seis medios diferentes: LB (control), caldo 
brucella, caldo lactosa, caldo “terrific”, Medio completo de transformación (CTM, “Complete 
Transformation Médium”) y el medio mínimo M9 con 20% (p/v) de α-D-glucosa. Un recuento 
bacteriano homogéneo se obtuvo entre cinco de los seis los medios evaluados, observándose un 
número menor de células viables en el medio mínimo M9 evaluados.  
Sorprendentemente, al evaluar la frecuencia de transformación, se observó que solamente en el 
medio CTM se obtenían diferencias significativas en la frecuencia de transformación (Tabla 26).  






























































*Todos los resultados se representan con Media +/- D.S., n=3 réplicas biológicas 
** Diferencias significativas comparando las frecuencias de transformacion natural en el medio de cultivo CTM frente a LB 
(p<0,05, t-student) 
# n = 3 replicas biológicas  
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Dado que el medio CTM fue el único con el cual se observaron diferencias significativas, decidimos 
profundizar nuestros estudios con dicho medio, y procedimos a evaluar el rol de los componentes 
del mismo en la transformación natural. 
4.d.1) Efecto de la seroalbumina bovina y cloruro de calcio, componentes 
diferenciales del medio CTM, en la transformación natural de Ab 
Como se menciono anteriormente, es decir el resultado obtenido donde se evidencia un 
incremento en la frecuencia de transformación en el medio CTM, decidimos comparar la 
composición de dicho medio con el medio LB, medio usado como control y utilizado en los ensayos 
de transformación. Notamos que las diferencias entre ambos medio reside en la presencia en de 
dos componentes que se encuentran presentes en el medio CTM: 0,2% (p/v) de seroalbumina 
bovina (BSA, “Bovine Serum Albumin”) y 1 mM de cloruro de calcio (CaCl2).  
Debido a ello, en una primera instancia se decidió evaluar el efecto por separado de cada uno de 
los componentes. Se suplemento el medio de cultivo LB con las mismas concentraciones 
presentes en el medio de cultivo CTM y se llevaron a cabo los ensayos de transformación 
utilizando la cepa Ab A118 y el plásmido pDsRedAk. En paralelo se llevo a cabo el ensayo de 
transformación natural en el medio CTM y LB con el fin de poder  comparar las frecuencias de 
transformación obtenidas. Se observaron frecuencias de transformación significativamente más 
elevadas a lo obtenido para el medio LB sin suplementar en los casos en que LB fue suplementada 
con BSA unicamente, con CaCl2 como único aditivo extra, y también cuando se suplemento LB con 
ambos componentes. Se observó que las frecuencia media de transformación natural obtenida en 
el caso del LB suplementada con BSA+CaCl2 es comparable con la obtenida con el medio CTM. 
Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en la viabilidad celular mediante recuento 
de UFC, por lo que los tratamientos no estarían afectando el crecimiento ni la supervivencia 
bacteriana. El CaCl2 como el BSA tendrían un efecto positivo sobre la frecuencia de transformación 
natural y ambos componentes conjuntamente podrían tener un efecto aditivo sobre la frecuencia de 
transformación natural  en Ab (Fig. 40). 
 
Figura 40. Efecto del BSA y CaCl2 sobre la frecuencia de transformación natural en Ab A118. Los datos son 
expresados como la media y las barras de error representan la desviación estándar. El asterisco indica que se 
han observado diferencias estadísticamente significativas (*, P<0,05 Mann-Whitney test, n=6 réplicas 
biológicas). 
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En una segunda instancia, y con el fin de profundizar el análisis del efecto del CaCl2 en el proceso 
de transformación natural, se realizó el ensayo de transformación natural en el LB en presencia y 
ausencia 1 mM CaCl2, con y sin tratamiento con EDTA, utilizado como quelante de calcio. En 
paralelo se realizó el ensayo de transformación natural en el medio CTM con y sin tratamiento con 
EDTA. El tratamiento con EDTA sobre los medios de cultivo nos permite eliminar el calcio presente 
en el medio.   
Evidenciamos que en aquellos ensayos de transformación donde se realizada el tratamiento con 
EDTA (LB+CaCl2  y CTM tratados con EDTA) se observaba un disminución significativa en la 
frecuencia de transformación natural (Fig. 41). Este resultado demuestra que el CaCl2 tendría un 
efecto inductor sobre la transformación natural en Ab A118. 
 
 
Figura 41. Efecto del CaCl2 sobre la frecuencia de transformación natural en Ab A118. Se evalúa en medio 
tratado con EDTA, que es un quelante de calcio, para evidenciar el efecto especifico del CaCl2. Los datos son 
expresados como la media y las barras de error representan la desviación estándar. El asterisco indica que se 
han observado diferencias estadísticamente significativas (*, P<0,05 Mann-Whitney test, n=6 réplicas 
biológicas). 
Por otro lado, para determinar si el incremento en la frecuencia de transformación observada con 
BSA es especifico o es consecuencia de una alta concentración de péptidos, se llevó a cabo el 
ensayo de transformación natural agregando una concentración de caseína nativa, caseína 
desnaturalizada y caseína digerida de 0,2% (p/v). Se realizó en paralelo el ensayo de 
transformación con 0,2% (p/v) de BSA para poder llevar a cabo la comparación. Notablemente, la 
caseína no mostro efecto alguno sobre la frecuencia de transformación (Fig. 42), demostrado que 
el efecto del BSA sería un efecto específico.  
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Figura 42. Especificidad de la proteína BSA como inductor en el mecanismo transformación natural en Ab 
A118. Los datos son expresados como la media y las barras de error representan la desviación estándar. El 
asterisco indica que se han observado diferencias estadísticamente significativas (*, P<0,05 Mann-Whitney 
test, n=6 réplicas biológicas). 
A continuación, y con el fin de determinar la dependencia en la concentración de BSA en la 
inducción del proceso de transformación natural, se realizó el ensayo de transformación con 
diferentes concentraciones de BSA (0,002 a 3,2% (p/v)). Se identificó que la menor concentración 
de BSA por nosotros testeada (0,002%(p/v)) era capaz de inducir un incremento significativo en la 
frecuencia de transformación natural (Fig. 43). Se observó que con la concentración de 0,2%(p/v) 
se alcanza el máximo valor en cuanto a la frecuencia de transformación (Fig. 43).  Además, el post 
análisis de para tendencias lineales demostró una tendencia significativa lineal entre la cantidad de 
BSA agregada y la frecuencia de transformación, indicando la dosis dependencia para los efectos 
biológicos observados (P<0,0001; pendiente, 0,1169; R
2
=0,4). 
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Figura 43. Efecto de las distintas concentraciones de BSA en el medio LB sobre la frecuencia de 
transformación natural de Ab A118. Los datos son expresados como la media y las barras de error 
representan la desviación estándar. El asterisco indica que se han observado diferencias estadísticamente 
significativas (*, P<0,05 Kruskal-Wallis, n=6 réplicas biológicas). 
Por último, realizamos ensayos de transformación con BSA bajo diversos tratamientos con el fin de 
evidenciar si la estructura nativa del BSA o si solo secuencia aminoacídica especifica del BSA son 
necesarios para poder llevar a cabo la inducción y consecuente aumento en la frecuencia de la 
transformación natural. También, decidimos determinar si péptidos de BSA serían capaces de 
inducir un mayor competencia que la proteína nativa o desnaturalizada donde todos sus motivos 
aminoacídicos se encuentran disponibles.  
Para testear las arriba mencionadas hipótesis, diversos tratamientos fueron utilizados. Para llevar a 
cabo la desnaturalización del BSA, una solución de 10% (p/v) de BSA fue sometida a un golpe de 
calor (100°C, 1 min.) y se utilizó el producto de la desnaturalización, a una concentración final de 
0,2% (p/v), para realizar los experimentos de transformación natural en la cepa Ab A118. Por otro 
lado para la obtención de péptidos de BSA, se utilizó el protocolo de digestión enzimática mediante 
tripsina descripto por Turapov et al (178).  
Se observaron incrementos de frecuencia de transformación similares entre las células bacterianas 
de A118 expuestas a péptidos de BSA como a la proteína nativa. Sin embargo, la exposición a la 
proteína desnaturalizada de BSA genero una diferencia significativa en la frecuencia de 
transformación con respecto al BSA nativo y a los péptidos de BSA (Fig. 44).  
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Figura 44. Efecto de la proteína BSA en su forma nativa, digerida mediante tratamiento enzimático con 
tripsina y desnaturalizada sobre la frecuencia de transformación natural en Ab A118. Los datos son 
expresados como la media y las barras de error representan la desviación estándar. El asterisco indica que se 
han observado diferencias estadísticamente significativas (*, P<0,05 Mann-Whitney test, n=6 réplicas 
biológicas). 
4.d.2) Efecto de la seroalbumina humana (HSA) en la transformación natural de Ab 
Dado que la albumina es el principal componente del suero humano y Ab es un agente causal de 
bacteremias, se decidió realizar el ensayo de transformación natural en suero humano y LB 
suplementado con HSA.  
Antes de proceder con los ensayos de transformación natural, determinamos si Ab A118 es capaz 
de resistir al suero (es decir crecer en suero humano). Los resultados obtenidos mostraron que la 
cepa Ab A118 es resistente al suero, el cual fue demostrado por su crecimiento en suero y los 
ensayos de recuento que demostraron la viabilidad bacteriana. 
A continuación, procedimos a realizar el ensayo de transformación natural con la cepa Ab A118 
utilizando suero humano. Además se utilizo el medio de cultivo LB con 0,2% (p/v) de HSA y LB con 
0,2% (p/v) de BSA (como control) para poder llevar a cabo las respectivas comparaciones. Se 
observaron incrementos significativos de las frecuencias de transformación tanto en los ensayos 
utilizando suero humano (Fig. 45) como en aquellos donde el medio LB fue suplementado con 
0,2%(p/v) de HSA (Fig. 45). Estos resultados demuestran el rol de la albumina como un fuerte 
inductor en la transformación natural presente en el huésped humano. 
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Figura 45. Comparación del efecto del BSA, HSA y Suero humano sobre la frecuencia de transformación 
natural en Ab A118. Los datos son expresados como la media y las barras de error representan la desviación 
estándar. El asterisco indica que se han observado diferencias estadísticamente significativas (*, P<0,05 
Mann-Whitney test, n=6 réplicas biológicas). 
4.d.3) Efecto del BSA y CaCl2 sobre los niveles de expresión de los genes comEA y 
pilQ 
Basándonos en los resultados obtenidos en lo que respecta a la frecuencia de transformación bajo 
los efectos en presencia de BSA y CaCl2, decidimos observar los niveles de expresión de dos 
genes homólogos altamente conservados en especies conocidas como transformantes naturales, 
con el fin reforzar nuestros hallazgos. 
Para llevar a cabo este punto el gen seleccionamos dos genes, comEA y pilQ, vinculados a 
transformación natural. El gen comEA codifica par una pequeña proteína periplásmica de unión al 
ADN, mientras que el gen pilQ codifica para una proteína externa secretina que se encuentra en el 
pili tipo IV.  
Células bacterianas no expuestas a BSA y CaCl2 crecidas en medio de cultivo LB fueron utilizadas 
como condición control para poder llevar a cabo la comparación.  
En primera instancia se evaluó si el CaCl2 podría inducir la expresión de tales genes, para ello se 
evaluó la expresión en ausencia o en presencia de 1 mM de CaCl2. Se observó un incremento de 2 
veces en los niveles de expresión de los genes comEA y pilQ en presencia de CaCl2 (Fig. 46). El 
presente resultado estaría sugiriendo que los cationes divalentes, especialmente Ca
2+
, producen 
un efecto sobre la frecuencia de transformación de la cepa A118 mediante inducción de la 
expresión al menos de estos dos genes los genes de competencia.  
Por otro lado se determinaron los niveles de expresión de los genes comEA y pilQ en ausencia o 
presencia de 0,2% (p/v) de BSA. Se observó un incremento en los niveles de transcripto de los 
genes comEA y pilQ de 1,4 y 2,5 veces, respectivamente, en presencia de 0,2% (p/v) de BSA. 
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Subsecuentemente, se evaluó los niveles de expresión para ambos genes en presencia y ausencia 
de 0,2% de BSA y 1mM de CaCl2 conjuntamente en el medio LB, como también, los niveles de 
expresión en CTM y LB. Se observó un incremento de los niveles de expresión de 2,5 y 3,1 en 
presencia de BSA y CaCl2 para los genes comEA y pilQ, respectivamente. Los niveles de 
expresión en CTM, se vieron incrementados en valores similares a los observados en el LB 
suplementado con ambos componente (0,2% de BSA y 1mM de CaCl2); con valores de 3.1 veces 
de incremento para ambos genes (Fig. 46).  
 
Figura 46. Expresión diferencial de los genes comEA y pilQ en presencia de BSA y CaCl2 en los medios LB y 
CTM. Los incrementos de expresión fue calculada a partir de las diferencias en los valores de CT, después de 
ser normalizados utilizando los valores de CT del gen 16s rRNA ribosomal.  Los datos son expresados como la 
media y las barras de error representan la desviación estándar. El asterisco indica que se han observado 
diferencias estadísticamente significativas (*, P<0,05 Kruskal-Wallis, n=4 réplicas biológicas). 
Por otro lado, se determinaron los niveles de expresión génica para los genes comEA y pilQ en 
presencia de diferentes concentraciones de BSA como también en ausencia de BSA.  Se observó 
aumento estadísticamente significativo de la expresión de los genes comEA y pilQ a partir de la 
concentración de 0,2% (p/v) de BSA.  
Aunque se observó un valor medio aumentado de expresión del gen comEA para la concentración 
de 0,8% (p/v) de BSA de 4,408 veces con respecto a la condición sin tratamiento y una diferencia 
entre en los valores de inducción con la una concentración de 0,2% (p/v) y 3,2% (p/v) de 3,038; 
dichas diferencias no resultaron estadísticamente significativas. De manera similar para el caso del 
gen pilQ, se observó un aumento mínimo en el valor medio de la expresión en la concentración de 
3,2% (p/v) de 1,927 veces con respecto a la condición sin estar en presencia de BSA y una 
diferencia entre la presencia de 0,2% (p/v) y 3,2% (p/v) de 0,339, sin embargo, no se observó 
diferencias significativas en la expresión cuando se comparó la expresión en el rango completo de 
concentraciones de 0,2% a 3,2% (p/v) de BSA (Fig. 47). 
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Figura 47. Expresión diferencial de los genes comEA y pilQ en presencia de concentraciones variables de 
BSA. Los incrementos de expresión fue calculada a partir de las diferencias en los valores de CT, después de 
ser normalizados utilizando los valores de CT del gen 16S rRNA.  Los datos son expresados como la media y 
las barras de error representan la desviación estándar. El asterisco indica que se han observado diferencias 
estadísticamente significativas (*, P<0,05 Kruskal-Wallis, n=4 réplicas biológicas). 
4.d.4) Comparación del efecto del BSA y Cloruro de Calcio en otras cepas de Ab  
Para saber si el efecto del BSA sobre la frecuencia de transformación natural es propio de la cepa 
Ab A118 o se extiende a nivel de especie decidimos incluir en este punto otras cepas de Ab y llevar 
a cabo los ensayos de transformación en las mismas condiciones antes testeadas (BSA y/o CaCl2).  
Para ello se seleccionaron dos cepas de Ab, la cepa Ab ATCC 17978 que es una cepa de 
referencia que resulta ser una de las más estudiadas y la cepa clínica Ab A42 que resulta ser 
resistente a múltiples antibióticos, siendo sensible a KAN, que fue caracterizada en una sección 
previa (sección 3.b). Dado la naturaleza de nuestros ensayos y el uso de la selección con KAN las 
cepas deben ser sensibles a dicho antibiótico, condición que cumplen ambas cepas aquí utilizadas. 
Para testear el efecto del BSA en dichas cepas, se planteó un esquema de ensayo de 
transformación natural de dos condiciones, presencia y ausencia de 0,2% (p/v) de BSA con ADN 
genómico de la cepa Ab A144
kanR
  y ADN plasmídico pDsRedAK. Se observó un incremento en la 
frecuencia de transformación natural de 20 y 1,5 veces en la cepa Ab ATCC 17978 y Ab A42, 
respectivamente, en presencia de BSA usando ADN plasmídico como fuente de ADN 
transformante (Fig. 48). De igual manera, se observaron incrementos en la frecuencia de 
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transformación de 5,73 y 5,71 veces en la cepa Ab ATCC17978 y Ab A42, respectivamente, en 
presencia de BSA cuando se utilizó ADN genómico como fuente de ADN transformante. En 
paralelo ensayos utilizando la cepa modelo A118 fueron siempre realizados. 
 
Figura 48. Comparación del efecto del BSA sobre la frecuencia de transformación natural en Ab A118, 
ATCC17978 y A42. Los datos son expresados como la media y las barras de error representan la desviación 
estándar. El asterisco indica que se han observado diferencias estadísticamente significativas (*, P<0,05 
Mann-Whitney test, n=5 réplicas biológicas). 
 
A continuación, y para determinar la cepa dependencia o extensión a otras cepas del efecto del 
cloruro de calcio sobre la frecuencia de transformación natural se llevó a cabo el ensayo utilizando 
las mismas cepas antes mencionadas y el mismo esquema de transformación mencionado. 
Nuevamente el esquema de ensayo de transformación natural planteado incluyo dos condiciones: 
presencia y ausencia de 1mM de cloruro de calcio con ADN genómico de la Ab cepa A144
kanR
  y 
ADN plasmídico pDsRedAK. Se observó un incremento en la frecuencia de transformación natural 
de 20 y 1,5 veces en la cepa Ab ATCC 17978 y A42, respectivamente, en presencia de cloruro de 
calcio usando ADN plásmido como fuente de ADN transformante (Fig.48). De igual manera, se 
observaron incremento en la frecuencia de transformación de 8,87 y 1,85 veces en la cepa Ab 
ATCC 17978 y Ab A42, respectivamente, en presencia de cloruro de calcio cuando se utilizó ADN 
genómico como fuente de ADN transformante.  
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Figura 49. Comparación del efecto del CaCl2 sobre la frecuencia de transformación natural en Ab A118, 
ATCC17978 y A42. Los datos son expresados como la media y las barras de error representan la desviación 
estándar. El asterisco indica que se han observado diferencias estadísticamente significativas (*, P<0,05 
Mann-Whitney test, n=5 réplicas biológicas). 
4.d.4) Análisis estructural comparativo de las proteínas BSA y HSA 
Como último punto, con el fin de analizar el efecto de las albuminas como inductor de la 
competencia natural en Ab, se decidió realizar un análisis comparativo a nivel de secuencia de 
aminoácidos y estructura proteica de las albuminas séricas, haciendo un principal enfoque sobre 
las albuminas de procedencia bovina (Bos taurus) y humana (Homo sapiens).  
Dado que las albuminas séricas son homodímeros, para el análisis a nivel de secuencia 
aminoacídica se utiliza la monómero A de la albumina, debido a que el porcentaje de identidad 
aminoacídica entre los dos monómeros es de 100%. Se observó una identidad aminoacídica y 
similitud entre la proteína BSA y HSA de 76,32% y 87,54%, respectivamente. Se realizó el análisis 
comparativo entre la proteína albumina provenientes de taxa, tales como, aves (Gallus gallus), 
anfibios (Xenopus laevis), equinos (Equus caballus), ovinos (Ovis aries) y dos roedores (Rattus 
norvegicus y Mus musculus). Una identidad aminoacídica de 92,26% entre la albumina ovina y 
bovina, siendo las más cercanas filogenéticamente, fue observado (Fig. 50).  
Para la albumina humana las más cercanas filogenéticamente resultaron ser las equinas y bovinas 
con una identidad aminoacídica de 76,81% y 76,32%, respectivamente. Se observó que las 
identidades aminoacídicas fueron inferiores al 45% cuando se compararon la albumina procedente 
de anfibio y la aviar con las albuminas del grupo de mamíferos (tabla 27). 
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Dentro del grupo de mamíferos se identificó una menor identidad aminoacídica cuando se 
compararon las albuminas de los dos roedores modelos comparado con la albumina ovina, bovina 
y humana; observándose una identidad aminoacídica en roedores que 69-72% contra el grupo de 
ovino, bovinos y humanos (Tabla 27). Estos datos de identidad aminoacídica se correlaciona con la 
topología filogenética de la secuencia aminoacídica mediante análisis filogenético (Fig. 50).  
 
Figura 50. Árbol filogenético a partir de secuencia aminoacídica de referencias de la base de datos GenBank, 
realizado mediante el método máxima verosimilitud utilizando el modelo de evolución molecular Dayhoff +G 
(distribución gamma = 1,4377). Se utilizó para graficar el árbol filogenético el software FigTree versión  1.4.2. 
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Por otro lado se decidió determinar el grado de similitud a nivel estructural de la proteína, para ello, 
se utilizó la estructura cristalográfica de la base de datos “Protein Database” (PDB) del BSA (PDB : 
3V03) y HSA (PDB : 1AO6), y se realizó una comparación estructural utilizando el software USCF 
Chimera mediante el método jFATCAT-rigid (java flexible structure alignment by chaining aligned 
fragment pairs allowing twists). Se determinó un alto nivel de similitud entre la estructura proteica 
de BSA y HSA con un Q-score de 0,811 para el monómero A y 0,810 para el monómero B; y un 
RMSD (root mean square deviation) de 1,3272 para el monómero A y 1,378 para el monómero B 
(Fig. 51).  
 
Figura 51. Representación grafica de la comparación representativa de la cadena A entre BSA (PDB : 3V03) 
en color rojo y HSA (PDB : 1AO6) en color amarillo. Para la comparación se eliminan las moléculas de calcio y 
de agua no forman parte de la estructura de la proteína. La comparación se realiza mediante la utilización del 
método jFATCAT rígido. La grafica de alta resolución se realiza mediante la utilización del programa UCSF 
Chimera versión 1.8.1. 
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DISCUSIÓN 
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1) Amplias evidencias de intercambio genético en Acinetobacter baumannii 
(Ab).  
Acinetobacter baumannii (Ab) ha sido reconocido como un importante patógeno nosocomial. Él 
éxito de este patógeno se debe en gran medida a la capacidad que este microorganismo posee de 
adquirir múltiples mecanismos de resistencia antibiótica, así como también de sobrevivir en el 
medio ambiente durante periodos prolongados de tiempo. Más aún, Ab presenta una resistencia 
innata a la desecación y a desinfectantes lo que ocasiona que su erradicación del entorno clínico 
sea un gran desafío (60,230). Ab puede evolucionar por múltiples mecanismos hacia la extrema-
droga resistencia (XDR) o pan-droga resistencia (PDR). Entre algunos de los mecanismos 
podemos destacar tanto la ocurrencia de mutaciones puntuales como la adquisición de múltiples 
tipos de elementos genéticos móviles (EGM), los cuales fueron estudiados en el presente trabajo.  
En los últimos tiempos, gracias al avance tecnológico y a la utilización de nuevas herramientas 
bioinformáticas se han evidenciado y documentado en múltiples reportes (19,86,231–233) la 
llamativa plasticidad genómica de Ab. Sin embargo, los mecanismos por los cuales se produce la 
transferencia horizontal genética (THG) en Ab, lo que conlleva a la acqusion de material genetico 
foraneo, han sido pobremente estudiados. Debido a ello, en el presente estudio se decidió efectuar 
la secuenciación genómica de dos cepas de Ab que presentan características particulares. Por un 
lado, la cepa Ab Ab33405 que presenta un fenotipo XDR y la expresión de pigmentación azul-
índigo. La segunda cepa elegida para realizar este estudio fue Ab A118 la cual es susceptible a 
múltiples antibióticos y  en reportes previos del grupo de investigación se demostró su capacidad 
de adquirir material exógeno mediante transformación natural (143). Dichas cepas presentan un 
fenotipo diferencial claro en cuanto a su resistencia antibiótica por lo que el estudio comparativo de 
una cepa en contraposición con la otra, nos permitió poner en evidencia la participación de 
mecanismos de THG en dicha adquisición.  
El contenido de genes de Ab varía ampliamente en todos los genomas disponibles en la base de 
datos GenBank, presentando un rango de 3137-4589 genes con un valor promedio de 3713 genes. 
Por el contrario, el porcentaje de contenido de GC de los genomas de Ab disponibles en GenBank 
presenta menor variabilidad con un rango de variación de 38.5-39.7%, con valor promedio de 
39.03%. En cuanto al contenido porcentual de GC, en el presente estudio se determinó un 
contenido de GC de 39.06% para Ab Ab33405 y de 38.69% para Ab A118. Estos valores eran 
esperados para Ab dado que, los genomas de Ab disponibles en Genbank presentan un valor 
medio de contenido de GC de 39.03%.  Para los genomas secuenciados se determinaron 3741 y 
3633 genes para Ab Ab33405 y Ab A118, respectivamente. Observándose que el contenido de 
genes de las cepas secuenciadas se encuentra dentro de los parámetros esperados. Se observó 
que del total de los genes predichos, el 27.5% y 24,52% de los mismos resultaron ser genes 
codificantes para una proteína hipotética en Ab Ab33405 y Ab A118, respectivamente. Estos datos 
resultaron menores a los reportados por Zhu et al 2013 (234); donde el análisis realizado sobre las 
cepas BJAB07104, BJAB0868, y BJAB0715 entregó porcentajes de 35.51%, 34.72% y 35.32%, 
respectivamente. De manera similar, un 30% de contenido de genes codificantes para proteínas 
hipotéticas fue reportado para la cepa D1279779 en el 2013 por Farrugia et al 2013 (235). 
En nuestro estudio utilizando la base de datos de grupos de genes ortólogos (COGs) del NCBI 
(236) obtuvimos un 75.36% y 71% de los genes agrupaban en alguna categoría funcional para Ab 
Ab33405 y Ab A118, respectivamente. Estos resultados son similares a los reportados por Liu et al 
2013 donde la comparación los COGs dentro del clon internacional 2 (CI 2), mostró que 
aproximadamente el 79% de los genes agrupaban en alguna categoría funcional (237). 
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En cuanto al genoma central o “core genome”, se ha demostrado que Ab presenta una gran 
diversidad de genes, siendo menos de la mitad de los genes ubicuos de la especie (“core-
genome”, genoma central) (19,235,238,239). Para la especie Ab, el genoma central presenta una 
variación entre 1455 y 2688 secuencias ortólogas codificantes (CDSs) dependiendo de la identidad 
y el número de genomas en los análisis (238). Touchon et al 2014 demostraron mediante un 
estudio comparativo sobre 34 genomas de Ab que el 42% de los genes del pan genoma (totalidad 
de genes) serían parte del genoma central (240). En el presente trabajo, se determinó el porcentaje 
de genes compartidos entre las cepas estudiadas Ab Ab33405 y Ab A118 frente a los 17 genomas 
de Ab seleccionados de la base de datos Genbank, observándose un 50.73% en el caso de Ab 
Ab33405 y un 71.86% genes compartidos para Ab A118. Notablemente, se observa que Ab A118 
presenta un gran número de genes compartidos con los genomas utilizados del GenBank, 
presentando un desvió considerable en la cantidad de genes compartidos reportados para las 
cepas clínicas reportadas en la literatura. Por otro lado, los estudios comparativos de genes únicos 
o cepa específico sobre los genomas de Ab muestran una gran variabilidad (19,235,238,239). En 
nuestro estudio se identificaron 250 y 209 genes únicos en los genomas de Ab Ab33405 y Ab A118 
respectivamente, valores que se encuentran dentro del rango de 57 (MDR-TJ) a 596 (ATCC17978) 
de genes reportado por Farrugia et al 2013 a través de un análisis comparativo sobre 11 genomas 
de Ab (235).  
En los últimos años, el patrón epidemiológico de las infecciones por Ab fue cambiando de 
epidémico a endémico, resultando aún más difícil su erradicación. Frecuentemente se utiliza como 
herramienta epidemiológica la técnica de MLST, del cual existen dos esquemas: el esquema del 
Instituto Pasteur (IP) y el esquema de la Universidad de Oxford (UO). Wallace et al 2016 ha 
reportado en un estudio sobre 203 genomas de Ab, la existencia de diferencias significativas entre 
los esquemas establecidos por el IP y la UO en termino de distribución de secuencio-tipos (STs) 
similares. Los STs asignados por el esquema del IP resultaron más congruentes con los resultados 
descriptos sobre filogenia de genomas completos (241). En contraste, el esquema de UO presento 
una menor congruencia con la filogenia a partir de genomas completos y un mayor número de STs 
representados y un número significante de cepas con nuevos STs, sugiriendo que los alelos para 
dicho esquema presentan mayor variabilidad. Los complejos clonales (CC) con mayor prevalencia 
a nivel mundial son los llamados clones internacionales (CI) CI 1(1/109), CI 2 (2/92) y CI3 (3/187) 
(IP/UO) (97,242). Siendo el CI 2 el presenta mayor prevalencia a nivel mundial. Además de dichos 
complejos clonales se ha evidenciado la creciente emergencia de los CC 79/113, 15/103 y 25/110 
(Karah et al 2012, Metan et al 2013, Martins et al 2013). En nuestro estudio, los genomas de Ab 
AB33405 y Ab A118 fueron identificados como ST 79/227 y 404/singleton. El genoma de la cepa 
Ab Ab33405 se encontró localizada dentro del CC 79/113, mientras que Ab A118 no se encontró 
localizada dentro de ninguno de los CC existentes a la fecha (Noviembre 2016). Las cepas 
pertenecientes al CC 79/113 se evidenciaron distribuidas ampliamente en latinoamerica, y en 
algunos países europeos (96,99,102,104,243). En Argentina, en el estudio realizado por Stietz et al 
2013 se ha informado que los CC circulantes con mayor prevalencia fueron 79/113 y 15/110, 
siendo la cepa Ab Ab33405 una cepa representativa de la epidemiologia local. Dicho estudio 
analiza aislamientos recuperados durante el periodo 1992-2012 (97). 
Por otro lado, la cepa de Ab A118 posee un nuevo alelo para el gen gltA (UO), el cual presento dos 
cambios nucleotídicos. Bajo el esquema de UO de MLST, la cepa Ab A118 presento una cercanía 
filogenética con el ST112. Sin embargo para el esquema de MLST del IP, los alelos presentes en 
Ab A118 se encontraban ya reportados. El ST404 es único en la base de datos del IP y presenta 
una cercanía filogenética con el ST437 de la cepa de referencia de Ab ATCC 17978. La posibilidad 
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de poder asignar un ST mediante el esquema del IP y no mediante el esquema de la UO, se 
encuentra avalado por los resultados propuestos por Wallace et al 2016 (241).  
Los cambios puntuales en los genomas bacterianos juegan un rol clave en la evolución bacteriana, 
siendo una de las principales fuentes de variabilidad genética. Dichos cambios puntuales que 
pueden ser sinónimos o no sinónimos, se denominan SNPs (cambios de simple nucleótidos). En 
Ab, existen múltiples reportes sobre la influencia de las variaciones puntuales bajo distintas 
presiones de selección, por ejemplo, el tratamiento con un determinado antibiótico (244,245). 
Hornsey el al 2011 mediante el análsis genómico realizado al comparar dos aislamientos 
recuperados del mismo paciente, uno de ellos recuperado antes del tratamiento con tigeciclina 
(susceptible a tigeciclina) y otro luego del tratamiento (resistente a tigeciclina) evidencia lo antes 
mencionado. Dicho autor identifico 18 cambios puntuales en el aislamiento post-tratamiento, siendo 
uno de cambios presente el gen adeS considerándose responsable de la regulación de la bomba 
de eflujo AdeABC y responsable de la resistencia a tigeciclina(244). Resulta interesante que los 
SNPs presentes al comparar distintas cepas del CI 2 se encontraron mayormente distribuidos en la 
región (I-IV) dentro de la topología genómica, regiones denominadas “regiones de recombinación” 
(175). Mientras que  al comparar distintas cepas del CI 1 los SNPs presentes se encontraron 
distribuidos a lo largo del genoma (175). A su vez, un mayor número de SNPs es observado  al 
comparar STs y CCs distintos (175,246) y el número de SNPs es aún mayor si se comparan 
distintos STs de diferentes CC (234,246). Un ejemplo de ello, es el estudio realizado por Zhu et al 
2015 donde se comparó a nivel genómico la cantidad de SNPs entre tres cepas de Ab (BJAB0868 
(CI 2), BJAB07104 (CI 2) y BJAB0715 (esporádico) enfrentándolas con la cepa de referencia para 
el CI 2 (Ab ACICU). Zhu et al determinó la presencia una menor cantidad de SNPs en las cepas 
pertenecientes al CI 2, mientras que la cepa BJAB0715 presenta un mayor número de SNPs, 
siendo un clon esporádico (234). A partir de los genomas secuenciados, hemos realizado un 
análisis sobre la cantidad y distribución de SNPs comparando frente a las dos cepas de referencia 
del CI 1 (AYE) y CI 2 (ACICU) como también el genoma que mayor relación filogenética mediante 
MLST. La cepa Ab Ab33405 presento un  número de SNPs frente a las cepas Ab AYE y Ab ACICU 
mayor que el encontrado al observado frente a dos cepas pertenecientes al ST79/CC113 (AB030 y 
AbH12O-A2). Si consideramos la distribución de los SNPs, cuando comparamos Ab Ab33405 
frente a AYE y ACICU se observó una distribución homogénea. Mientras que, los SNPs que Ab 
Ab33405 presentó frente a Ab AB030 y Ab AbH12O-A2 se encontraron mayormente concentrados 
en 6 regiones. Asimismo, la cantidad de genes asociados a los SNPs identificados en el genoma 
de Ab Ab33405, resultó mayor cuando comparamos con los genomas de Ab AYE y Ab ACICU que 
al comparar con los genomas de AB030 y AbH12O-A2. Es decir, al comparar con genomas del 
mismo ST se observó una menor cantidad de genes asociados a SNPs. Dichos resultados se 
encuentran asociados a la cantidad de SNPs totales encontrados a lo largo del genoma. 
Llamativamente, en las regiones donde se localizaron dichas diferencias se identificaron genes 
vinculados con la virulencia y resistencia antibiótica. Además, se encontraron dentro de las 
regiones 1 y 3 los genes gyrB y rpoB, respectivamente. Dichos genes que se encuentran incluidos 
dentro del esquema de MLST de UO e IP. Nuestros resultados son similares a los obtenidos por 
Snitkin et al 2011, al comparar entre distintas cepas del CI 2. Considerando ambos resultados y 
asumiendo que estas regiones estarían sujetas a recombinación, se debe tener presente que 
dichas regiones contienen genes utilizados para los esquemas de MLST (175). A su vez, los 
resultados obtenidos sobre gyrB en las cepas pertenecientes al ST79, se encontraron respaldados 
por los estudios realizados por Hammouda et al 2010 en los que se demuestran mediante la 
prueba PHI (pairwise homoplasmy index, Índice homoplasia por parejas) que dicho gen se 
encontraría expuesto a recombinación (247).  
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Por otra parte, se han analizado los SNPs presentes en el genoma de Ab Ab A118 comparando 
con los genomas de las cepas de referencia para el CI 1 (AYE) y CI 2 (ACICU), como también con 
la cepa cercana filogenéticamente mediante MLST, Ab ATCC17978. El estudio comparativo no 
evidenció diferencias sustanciales de distribución, indicando una distribución homogénea de SNPs 
a lo largo del genoma. Mientras que, al comparar Ab A118 con la cepa ATCC 17978  la  cantidad 
relativa de SNPs resulto menor que las observadas frente a los CI 1 y 2. A diferencia de lo 
observado al comparar a Ab Ab33405 frente a cepas relacionadas, donde se observaron 
diferencias sustanciales en la distribución y número de SNPs, Ab A118 no presentó diferencias 
frente a ATCC 17978 lo que resulta interesante ya que no pertenecen al mismo ST.  
Evidencia en la literatura avala la premisa de que la gran plasticidad genética de Ab le ha permitido 
evolucionar y adaptarse al ambiente clínico (238). En las últimas décadas, Ab ha evolucionado de 
ser un habitante comensal en los centros de salud a constituir uno de los principales patógenos 
nosocomiales responsables de brotes hospitalarios. Hoy día es considerado uno de los más 
importantes patógenos nosocomiales a nivel mundial con elevadas tasas de morbi-mortalidad 
asociadas a dicho microorganismo. Los genes de resistencia antibiótica como aquellos 
relacionados con la virulencia han cumplido un importante rol en la adaptación y persistencia de la 
especie (60,238).    
Los genes de resistencia antibiótica presentes en Ab fueron encontrados tanto en el genoma 
central (también denominados genes intrínsecos) como en el genoma accesorio (genes adquiridos) 
(248). En general, la resistencia a los antimicrobianos puede lograrse mediante dos mecanismos 
principales: la adquisición de información genética nueva mediante la transferencia horizontal de 
genes y la modificación genética de genes intrínsecos. La adquisición de nuevos determinantes 
genéticos en Ab se produce por el efecto combinado de elementos genéticos móviles (ISs 
(secuencias de inserción) y transposones), islas genómicas, integrones y plásmidos, mientras que 
la modificación genética de genes intrínsecos implica mutaciones espontáneas que modifican las 
dianas de fármacos o bien la inserción de elementos móviles que alteran la expresión de 
mecanismos de resistencia endógena o modifican la permeabilidad de la membrana (60).  En el 
presente estudio se analizaron los genes de resistencia presentes en los genomas de Ab Ab33405 
y Ab A118. Consecuentemente con las diferencias observadas en el fenotipo de resistencia 
antibiótica, se identificaron un mayor número de genes de resistencia en la cepa XDR de Ab 
Ab33405 comparado con la cepa multisusceptible a antibióticos Ab A118. En lo que respecta a los 
genes de resistencia a antibióticos presentes a Ab Ab33405, se identificaron genes posiblemente 
involucrados con la resistencia a trimetoprima, florfenicol, ß-lactamicos, aminoglucosidos y 
sulfonamidas. Por el contrario, para Ab A118, se identificaron dos genes de resistencia a 
antibióticos (blaADC-99 y blaOXA-89 (blaOXA-51-like)), que posiblemente confieran resistencia a ß-
lactamicos. Los genes blaADC-like y blaOXA-51-like intrínsecos en Ab fueron identificados en ambos 
genómas, Ab Ab33405 y Ab A118, no encontrándose flanqueado por ninguna ISs. Dicho entorno, 
se ha asociado con una expresión basal de blaADC-like como de blaOXA-51 que solamente permitiría 
una débil hidrolisis de ß-lactamicos (249–251).   
El resto de los genes de resistencia a antibióticos identificados en el genoma de Ab Ab33405, se 
vieron flanqueados por EGM, evidenciando que representan el pool genético de genes adquiridos 
mediante THG. Además del gen blaOXA-65 (blaOXA-51-like), se identificó la presencia del gen blaOXA-23, 
el cual se encontró localizado dentro del transposón Tn2008. Dicho transposón, se encuentra 
formado por el EGM ISAba1 aguas arriba del gen blaOXA-23 y aguas abajo se encuentran un 
pseudogen ΔATPasa. El gen blaOXA-23 posee una amplia distribución a nivel mundial, 
encontrándose localizado en el cromosoma bacteriano como en plásmidos, en diversas estructuras 
genéticas (19,252). Asimismo, las plataformas genéticas más prevalentes donde se han 
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identificado dichos genes son en los transposones compuestos Tn2006 y Tn2008 (253,254). 
Dichas plataformas en la literatura, se han reportado asociadas a la isla de multirresistencia 
TnAbaR, particularmente a TnAbaR4-like (254). Sin embargo, el transposon Tn2008 identificado en 
Ab Ab33405 se localizó fuera de la estructura genética de la isla TnAbaR. Por otro lado, se 
identificó una ß-lactamasa clase A, blaTEM-183 (blaTEM-1-like), la cual se encontró localizada en el 
transposon Tn3. El gen blaTEM comúnmente se encuentra localizado en la estructura genética de 
los tranposones complejos Tn1, Tn2 y Tn3 en un entorno plasmídico y cromosómico (255), aunque, 
para Ab ha sido descripto solamente formando parte de la isla TnAbaR con la presencia de 
fragmentos de distintos transposones (19,70,256). Estos resultados, obtenidos durante el presente 
estudio constituyen el primer reporte de blaTEM-1-like en el entorno de Tn3 en Ab.  
La resistencia antibiótica adquirida frente a aminoglucósidos está ampliamente caracterizada en la 
literatura para Ab (60,96,257–259). La adquisición de genes codificantes para enzimas 
modificadoras de aminoglucósidos ha sido la principal causa de resistencia aminoglucósidos en 
Ab. Muchos de estos genes (por ejemplo aacC1, aacA4, and aadA1) han sido localizados en 
integrones de clase 1 y 2 (Nemec et al 2004, Ramirez et al 2010). En contraste, los genes aphA1 y 
aphA6 siempre han sido descriptos flanqueados por IS, formando diferentes transposones 
compuestos (74,182,242). En Ab Ab33405 se detectó la presencia de cinco genes (aadA1, sat2, 
strA, strB y aphA6) asociados a la resistencia a aminoglucósidos. Se detectó el gen aphA6 
encontrandose asociado al transposon TnAphA6 inserto en el cromosoma de Ab. Dicho transposon 
compuesto presenta dos elementos ISAba125 rodeando al gen aphA6. Mientras  que dicha 
plataforma ha sido descripta en el contexto plasmídico (242,260,261), en este trabajo se estimó su 
localización en el cromosoma bacteriano.  La presente estimación se baso en las predicciones 
bioinformática llevadas a cabo donde se determinó que esta esta plataforma no se encontraría en 
plásmidos, sumado a los resultados obtenidos mediante técnicas de extracción de ADN plasmídico.   
Por otro lado, hemos identificado la presencia de los genes de resistencia a aminoglucósidos 
aadA1 y sat2 que confieren a resistencia a espectinomicina y estreptomicina. Dichos genes se 
localizaron dentro de la zona variable del integron de clase 2 (IntI2) embebido en el transposon Tn7 
(Tn7::In2-7). Además, en la zona variable del integron se localiza también el gen de resistencia a 
trimetoprima dfrA1 y los genes orfX, ybfA, ybfB e ybgA.  La estructura genética del transposón 
complejo Tn7, presento los cinco genes responsables de la transposición. Dicha estructura ha sido 
bien caracterizada en trabajos anteriores por nuestro grupo de investigación, observándose una 
alta prevalencia de esta estructura entre los aislamientos que poseen integrones de clase 2 (262). 
La presencia del intI2 en Ab Ab33405 (CC 79/113) confirma los resultados reportado por Ramirez 
et al 2015, demostrando que la presencia de la plataforma intI2 se encuentra asociada al CC 
79/113. Esta estructura genética de Tn7::In2-7 ha sido identificada además en otras especies 
bacterianas como E. coli, Pseudomona sp, Shewanella putrefaciens, Raoultella terrígena y 
Citrobacter freundii (81,263).  
Los genes de resistencia a estreptomicina strA y strB identificados en Ab Ab33405 fueron 
localizados aguas arriba los genes traA, traD y al elemento genético IS1006. Asimismo, dicha 
plataforma se mostró asociada al gen de resistencia a florfenicol floR flanqueados aguas arriba por 
ΔISCR2 y el elemento IS1006 anteriormente mencionado, mientras que aguas abajo se encontró 
presente el elemento ISCR2 seguido del gen de resistencia a sulfonamidas sul2. Los genes strA, 
strB, floR y sul2 han sido frecuentemente  asociados a diversas estructuras genéticas complejas 
presentes en diferentes especies bacterianas (234,264–266). Dichos genes se localizaron 
mayormente flanqueados por diferentes ISs, tales como IS26, ISAba1, ISCR2, etc (105,234,264–
266). Particularmente en Ab, dichos genes se encontraron tanto localizados dentro de la isla 
genómica TnAbaR como también asociados a plasmidos (76,105,182,234,265). Frecuentemente 
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los genes mencionados se encontraron asociados a un derivado del transposón Tn10, el cual 
posee los genes tet(B) y tet(R) que confieren resistencia a tetraciclinas. En Argentina, nuestro 
grupo de trabajo ha reportado la dispersión de la plataforma genética ΔISCR2-tet(B)-tet(R)-ISCR2 
en aislamiento XDR de Ab, observándose esta estructura en el 85 % de los aislamiento como 
también en 4 cepas previamente reportadas en la bibliografía y en la base de datos GenBank 
(ZW85-1, BJAB0715, A91, 13205) (76,105). La estructura genética presente en Ab Ab33405 
represento un nuevo rearreglo para la especie Ab. Sin embargo, dicha estructura genética se ha 
identificado en un aislamiento de P. mirabilis que además posee el transposon Tn2008 aguas 
abajo (267), sugiriendo que posiblemente este tipo de rearreglos estarían generándose en Ab y se 
transferirían a otras especies bacterianas. Las evidencias expuestas refuerzan la idea de que el 
éxito de Ab como patógeno humano se encuentra íntimamente ligado con la adquisición de genes 
de resistencia a antibióticos vía THG.  
Por otro lado, el potencial de virulencia de Ab ha sido reconocido y estudiado en los ultimos años. 
La evidencia disponible sugiere que la virulencia de Ab es probablemente multifactorial y 
combinatoria, por lo que posiblemente los diferentes CC utilizan diferentes combinaciones de 
determinantes de resistencia y virulencia para optimizar la adaptabilidad al huésped humano. Los 
factores de virulencia se definen como aquellos productos génicos que permiten a un 
microorganismo establecerse sobre o dentro de un huésped de una especie particular y aumentar 
su potencial para causar enfermedad. Los factores de virulencia incluyen las toxinas bacterianas, 
las proteínas de la superficie celular que median la fijación bacteriana, los carbohidratos de la 
superficie celular y las proteínas que protegen una bacteria, y las enzimas hidrolíticas que pueden 
contribuir a la patogenicidad de la bacteria. Entre los factores de virulencia reportados para el 
género Acinetobacter cabe destacar a  los factores involucrados con la adherencia y motilidad (por 
ejemplo, ompA), Biopelículas (por ejemplo: Bap, Fimbria Csu, PNAG), evasión del sistema inmune 
(por ejemplo: capsula, LPS), captura de hierro (por ejemplo: acinetobactin) y regulación (Por 
ejemplo: BfmSR) (60,248,268). Para estudiar los factores que contribuyen con la virulencia en Ab 
Ab33405 y Ab A118, se identificaron los genes codificantes para factores de virulencia mediante la 
utilización de la base de datos VFDB. En este estudio, se identificó una cantidad similar de factores 
de virulencia, obteniéndose 85 y 86 genes relacionados con el fenotipo virulento de Ab Ab33405 y 
Ab A118, respectivamente. Sin embargo, los genes para los cuales fue demostrada 
experimentalmente su función asociada a la virulencia de Ab entre las dos cepas difirieron 
considerablemente. Mientras que, para Ab Ab33405 se confirmó experimentalmente el 70,6% 
(60/85) de los factores de virulencia predichos, para Ab A118 solo fue evidenciada la participación 
en la virulencia del 54,6% (47/86) de los genes. Además, se identificó la presencia 35 factores de 
virulencia presentes en ambas cepas. El sorprendente número de genes asociados a la virulencia 
no reportados en la literatura para Ab, podría ser debido la adquisición por THG de los mismos. 
Además, dichos resultados nos permite pensar que la utilización de la base de datos VFDB nos 
permitiría identificar posibles nuevos factores de virulencia en Ab.  
Subsecuentemente, los factores de virulencia predichos en los cuales previamente se evidencio su 
función biológica en el fenotipo virulento, se procedió a analizar aquellos genes que conforman un 
operón u alguna estructura genética característica en mayor detalle. 
La adherencia a la célula huésped representa la etapa inicial de la colonización y/o infección. 
Durante la colonización, las bacterias pueden formar microcolonias que dan lugar a una comunidad 
microbiana altamente estructurada, llamada biopelícula. La biopelícula constituye una comunidad 
estructural de múltiples células bacterianas asociadas a una superficie biótica o abiótica, encerrada 
en una matriz polimérica (269) que constituye un mecanismo protector para sobrevivir en 
ambientes hostiles y durante la infección del anfitrión. Por ende, estas bacterias se vuelven más 
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resistentes a los factores de estrés antimicrobiano, antibiótico o de limpieza que sus contrapartes 
planctónicas y, por lo tanto, la capacidad de generar biopelículas representa un importante factor 
de virulencia (195,270–272). La etapa inicial de formación de biopelículas en Ab es mediada por el 
operón CsuA/BABCDE codificante para una chaperona-acomodadora de las fimbrias, el cual juega 
un rol clave para el ensamblado y producción del pili involucrado en la adhesión a la superficie 
(195). Asimismo, la expresión del operón estaría regulado por sistema de dos componentes 
(bfmSR), incluyendo un sensor quinasa codificada por el gen bfmS y un regulador de respuesta 
codificado por el gen bfmR (273). Además, para el desarrollo de la estructura madura de las 
biopelículas, se ha identificado un ortólogo de la proteína asociada a biopelícula Bap de 
Sthaphylococcus sp., el cual fue reportada por primera vez Ab 307-0294 (192). En el presente 
estudio se confirmó la presencia del operón CsuA/BABCDE y del sistema bfmSR en Ab Ab33405 y 
Ab A118, así como también se identificó el gen bap, con identidad aminoacídica con respecto a la 
cepa 307-0294 del 98% y 100% para Ab Ab33405 y Ab A118, respectivamente. Recientemente, 
Richmond et al 2016 reportó que la regulación de las biopelículas estaría dado por la expresión 
diferencial del sistema regulatorio de dos componentes AdeRS y la bomba de eflujo AdeABC (274).  
En dicho trabajo fue reportado que  la ausencia de estos grupos de genes estaría reduciendo la 
formación de biopelículas (274). Además de la regulación de la formación de biopelículas estaría 
regulando la expresión de la bomba de eflujo AdeIJK como genes involucrados con el fenotipo de 
competencia, movilidad y adherencia (202,274). Al evaluar la presencia de los genes adeRS y 
adeABC en las cepas secuenciadas, solo se encontraron presentes en la cepa Ab A118. La 
ausencia de estos genes en la cepa Ab Ab33405, coincide con lo reportado recientemente para 
otro aislamiento del CC 79/113 (275). Si bien dichos genes son considerados intrínsecos en la 
especie, existen estudios en los que se reporta que un número minoritario de cepas carecen dichos 
genes o se ven interrumpidos por  ISs (106,205,276). De forma complementaria al análisis que 
hemos realizado, en un estudio en el marco de la tesis doctoral de la Dra Stietz fue estudiada la 
capacidad de formación de biopelícula en la cepa Ab A118, estos estudios demostraron que dicha 
cepa entra en la catergoría de altos formadores de biopelículas(277). Puede que la ausencia de los 
genes adeRS y adeABC en Ab Ab33405, confiera una formación de biopelícula menor comparado 
con la cepa Ab A118. Dichos experimentos comparativos serán realizados a futuro. 
Sumado a ello, se evaluó la presencia de los genes codificantes para la bomba de eflujo AdeIJK, el 
cual estaría involucrada en la regulación de biopelículas como en la resistencia a  β-lactamicos, 
cloranfenicol, tetraciclina, eritromicina, lincosamida, fluoroquinolonas, ácido fusidico, rifampicina, 
trimetoprima, novobiocina and clindamicina (202,221). En ambas cepas se observó la presencia de 
dichos genes. Sin embargo, al comparar los fenotipos resistentes a antibióticos en ambas cepas, 
no se podría asociar la presencia de dicha bomba de eflujo con el fenotipo observado. Por otro 
lado, los genes trasportadores multidroga son frecuentemente regulados por mecanismos globales 
y específicos. Dalmier-Piolle et al 2008 identificó que la sobreexpresión de dicha bomba en Ab 
seria toxica para la bacteria. A su vez los polimorfismos asociados al regulador específico AdeN no 
tendrían efectos sobre la regulación de AdeIJK, como es el caso del regulador AdeRS para la 
bomba de eflujo AdeABC (202,221).  Si bien no existen antecedentes en la literatura sobre la 
variabilidad genética de adeIJK y su efecto sobre el fenotipo virulento y de resistencia antibiótica, 
es sabido que la deleción de dicha bomba de eflujo reduce la formación de biopelículas y la 
resistencia intrínseca a antibióticos de Ab (202). Por consiguiente una alteración en alguna región 
funcional esencial para su actividad, representaría una alteración en su actividad biológica. 
El hierro constituye un recurso importante que no está fácilmente disponible en el huésped. Se 
encuentran formando un complejo con moléculas de unión a hierro tales como heme, lactoferrina, y 
transferrina. Una alternativa común a las defensas humanas convencionales contra las infecciones 
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bacterianas implica la reducción de la concentración extracelular libre de hierro por medio de 
proteínas de unión al hierro. Sin embargo, las bacterias son capaces de sobrevivir y multiplicarse 
bajo condiciones de limitación de hierro, explotando una serie de estrategias para la adquisición de 
hierro mediante moléculas de alta afinidad, tales como la producción de quelantes hierro ferroso 
(sideróforos) que se liberan fuera de la célula (248,278,279). Los sideróforos se definen como 
aquellos compuestos quelantes de hierro de alta afinidad, de baja masa molecular clasificados 
según sus estructuras químicas (278), para el cual, las moléculas quelantes de hierro de alta 
afinidad contienen grupos de catecolatos que forman parte del sitio de unión al hierro. Para el caso 
de Ab, bajo condiciones limitantes de hierro sería capaz de producir y utilizar el sideróforo 
acinetobactin (186,278). El locus encargado de la síntesis, utilización y secreción de acinetobactin 
(también denominado locus acinetobactin), está compuesto por dieciocho genes y  juega un rol 
clave en la virulencia. Dentro de este grupo de genes, diez genes bas se encargan de la síntesis 
del sideróforo, seis genes bau de la utilización del acinetobactin y dos genes bar de la secreción 
del acinetobactin. Por otro lado, el acinetobactin férrico se transporta dentro de las células 
bacterianas con ayuda de receptores específicos de la membrana externa (BauA), proteínas 
periplásmicas (BauB, TonB, ExbB, ExbD) y proteínas asociadas a la membrana interna (BauCDE) 
(186,278,279). Una vez internalizados, los complejos férrico-sideróforo se reducen para liberar 
hierro mediante una enzima con actividad de reductasa férrica (BauF). Por otro lado, Penwell et al 
2012 evidencio que los genes entA y entB, además de los genes bas, son necesarios para la 
síntesis del precursor del acinetobactin, que se encuentra por fuera del locus de acinetobactin 
anteriormente enunciado (280). Sin embargo, Hasan et al 2015 reporto en base a 10 genomas de 
Ab presentes en el Genbank la existencia de variabilidad en el contenido de genes del locus 
acinetobactin como en la presencia de los genes entA y entB, evidenciando la asociación del 
mecanismo de adquisición de hierro con la THG (281). En el análisis realizado sobre los genomas 
de Ab Ab33405 y Ab A118 identificamos la presencia del locus acinetobactin entA y entB reportado 
para la cepa ATCC 19606 (186,280).  
Como se menciono anteriormente varios genes son los invoucrados síntesis, utilización y secreción 
de acinetobactin, la proteína TonB es otra de las cuales hemos analizado. TonB se presenta en la 
membrana periplasmatica, es la encargada de la transducción de señales que permite el transporte 
de hierro. En lo que respecta a la distribución de dicho gen, el mismo se encuentró en forma de 
tres copias en la literatura, de los cuales el gen tonB1 y tonB3 se presentan en una estructura 
formando un operón con los genes exbB y exbD, mientras que el gen tonB2 se encuentra de forma 
monocistronica. Si bien los entornos genéticos de tonB1 y tonB2 son distintos, ambos genes 
resultan transcripcionalmente activos (191). En el análisis filogenético de dicho gen llevado a cabo 
por Zimbler et al 2013 mostró que el mismo se encuentra en todas las cepas de Ab, siendo 
adquirida cada copia de distintas fuentes (191). Las tres copias del gen tonB reportas por Zimbler 
et al 2013, fueron identificadas en los genomas de Ab Ab33405 y Ab A118, confirmando lo 
reportado en la literatura (191). Además, para el genoma de Ab Ab33405 se identificó una cuarta 
copia del gen tonB, al igual que lo reportado para los genomas de Ab ACICU, Ab SDF y Ab  
AB0057 (191). 
Bajo el presente panorama planteado sobre la presencia del locus acinetobactin, de los genes entA 
y entB como también de los genes tonB, se podría inferir que ambas cepas serian productoras de 
acinetobactin y por ende esta sería unas de las vías por las cuales podrían captar el hierro del 
huésped para su supervivencia.  
En el año 2015, Penwell et al reportó la capacidad de algunas cepas de Ab productoras de otro tipo 
de molécula quelante de hierro distinta a acinetobactin (187). Dicho sideróforo denominado 
baumannoferrin, se lo caracterizo en la cepa Ab AYE, la cual es deficiente para la producción de 
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acinetobactin, debido a que el gen entA presenta se presenta silenciado por una mutación en un 
sitio activo (187,280). El sideróforo baumannoferin presenta mayor afinidad por hierro que el 
acinetobactin y la internalización del baumannoferrin férrico es independiente de la maquinaria 
codificada por los genes bau. El locus bfn encargado de la biosíntesis de baumannoferrin se 
encuentra compuesto por 12 genes (bfnA-L) que codifican para proteínas similares a las 
involucradas con la producción, la utilización y transporte del sideróforo acinetoferrin y 
achromobactin (187). Sin embargo, el locus bfn fue solo identificado en el genoma de Ab Ab33405, 
mientras que en Ab A118 no hemos identificado dicho locus. La posible expresión de ambos 
sideroforos (acinetobactin y baumannoferrin) nos permitiría pensar que Ab Ab33405 presentaría 
una mayor virulencia que Ab A118 que solo sería capaz de producir un solo tipo de molécula 
facilitadora de hierro para su supervivencia dentro del huésped. Además, considerando la similitud 
de las proteínas Bfn con las descriptas en otras especies de Acinetobacter y Pseudomonas, y 
sumado a que no se evidencio la presencia del locus bfn en todas las cepas de Ab, nos estaría 
indicando que el origen de dicho locus podría a ver sido mediante THG. 
El polisacárido superficial, como la cápsula, se considera un rasgo importante de virulencia en 
bacterias Gram-negativas. La protección activa de la cápsula permite resistencia bacteriana a la 
actividad bactericida del complemento. Las estructuras de LPS que contienen cadenas de 
azúcares largas O-específicas se han asociado con virulencia, y estudios previos han demostrado 
que los aislados nosocomiales de Ab producen LPS tipo S y R. El LPS y el lípido A de Ab han 
mostrado toxicidad letal en ratones, pirogenicidad en conejos, así como la inactivación del 
complemento in vitro (282). Pantophlet et al. 1998 sugirieron un papel importante para el LPS a 
partir de cepas nosocomiales de Ab como factor de virulencia in vivo (283). En bacterias Gram-
negativas, los loci de biosíntesis de polisacáridos capsular (KL, locus K) como LPS (OCL, locus 
OC) son típicamente “regiones calientes” de variabilidad genómica, En un estudio realizado por 
Kenyon et al 2013 sobre 10 genomas de Ab se han identificado 9 KL y 3 OCL (89). 
Contemporaneo al trabajo realizo por Kenyon et al 2013, Hu et al 2013 reportó en su análisis sobre 
217 genomas de Ab la presencia de 77 variedades del KL (o locus K), la cuales fueron 
nomencladas por dicho autor como PSgc (90). Por otro lado, dicho locus podria ser considerado 
como isla genomica debido a las evidencias sobre el desvió presente en el contenido de GC, la 
gran variabilidad en su estructura mediante recombinación y la presencia de EGM tales como ISs 
(232,284). El análisis sobre los genomas de Ab Ab33405 y Ab A118 nos permitio identificar la 
presencia de OCL y KL en ambos genomas. El análisis y comparación de la estructura global del 
KL para Ab Ab33405, con un porcentaje de contenido de GC de 33.35%, mostro un 99% de 
identidad nucleotídica y una cobertura de 100% con la cepa Ab LUH5537 (PSgc9) descripta por Hu 
et al (90). Esta estructura presenta una gran similitud con el locus KL3 presente en el aislamiento 
de referencia Ab ATCC 17978, la cual ha sido descripta y denominada como KL3 según la 
clasificación propuesta por Kenyon et al (89). El KL presente en Ab Ab33405 presenta el gen cgmA 
el cual está ausente en el locus KL3 descripto en la cepa ATCC 17978. Sin embargo, el KL 
presente en Ab A118, con un porcentaje de contenido de GC de 33.4%, mostró un 99% de 
identidad nucleotídica y una cobertura de 100% con el aislamiento Sv8/PSgc8 descripto por Hu et 
al (90). Al comparar el KL presente en el genoma de Ab A118 frente a los KL descriptos y que han 
recibido un nombre (KL), no se encontró esta estructura idéntica entre dicho grupo. El KL 
encontrado en el genoma de Ab A118 presentó mayor identidad con el locus KL14 del aislamiento 
de Ab D46 (KF030679) con una cobertura de 54% y una identidad nucleotídica de 94% (89). Las 
diferencias entre ambos locus son sustancialmente grandes con la presencia de diferentes genes 
en su región variable, que se manifiesta con las diferentes estructuras predichas de la cadena larga 
del polisacárido capsular. 
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Por otro lado, hemos también caracterizado el OCL, el cuál es el responsable de la síntesis del 
antígeno O, evidenciando la variabilidad presente en el genoma de Ab Ab33405 y Ab A118. El OCL 
de Ab Ab33405 con un contenido de GC de 36.01% mostró similitud con estructuras genéticas 
presentes en los genomas de Ab AbH12O-A2, Ab AB030 y Ab  3207. La diferencia de la estructura 
genética entre Ab Ab33405 y Ab 3207 son 226 nucleótidos, del cual, 127 nucleótidos presentan 
una identidad nucleotídica de 100% con un fragmento de una transposasa perteneciente a la 
secuencia de inserción ISAba13. Con respecto a los locus OC reportados por Kenyon et al 2013, 
se observó mayor identidad en su estructura genética con el locus OC OCL1 de Ab AYE 
(CU459141) (89). Por lo que se puede inferir que la cepa Ab Ab33405 en conjunto con la cepa Ab  
3207 presentan un nuevo locus OC. Según la clasificación realizada por Kenyon et al 2014, el 
locus OC relacionado con el OCL1 pertenecería al grupo A. En contraste, se observó que la 
estructura genética en el genoma de Ab A118 presento mayor similitud los OCL descriptos en Ab 
D46 (KF030679), Ab ZW85-1 (CP006768) y Ab 6200 (CP010397), presentando una identidad 
nucleotídica de 98% y una cobertura de 79%. Dicho análisis indica que el locus presente en Ab 
A118 es un nuevo locus OC. La estructura genética presente en el genoma de Ab A118 se 
encontraría mayormente relacionada con el locus OCL6 caracterizado para la cepa Ab D46 
caracterizado por Kenyon et al 2015 (285). Llamativamente, la presencia de los genes rml (rmlB, 
rmlD, rmlA y rmlC) en el locus OCL6 de la cepa Ab  D46, se encuentran traslocados en el KL en el 
genoma de Ab A118. Según la clasificación realizada por Kenyon et al 2014, este locus OC 
relacionado con el OCL6 pertenecería al grupo B (91). Dichos resultados demuestran que tanto el 
KL como OCL presentan evidencias de su capacidad de comportarse como un “regiones calientes” 
en el genoma de Ab, donde se ven representados eventos de intercambio genético en la especie.  
En el presente trabajo hemos discutido la presencia de múltiples EGM asociados resistencia 
antibiótica como también rearreglos genéticos que evidencian el intercambio genético intra e inter 
especie asociados al fenotipo de resistencia antibiótica y virulencia que contribuyen a la evolución 
de Ab. La distribución de los EGM en los genomas de Ab se encuentra localizada de forma 
homogénea, no presentando una región particular de inserción de EGM (232,233,240). Dicha 
distribución se evidencio en los genomas de Ab Ab33405 y Ab A118, como también se identificó 
una cantidad variable de EGM entre ambos genomas. La presencia de una gran cantidad ISs en 
los genomas de Ab fue ampliamente reportado (19,233,284). La conocida distribución de ISs y su 
asociación con determinantes de resistencia y virulencia en Ab fue evidenciado en el genoma de 
Ab Ab33405, en el cual identificamos la presencia de seis ISs y tres transposones. En 
contraposición, el genoma de Ab A118 no presento ISs. Las ISs han sido ampliamente reportadas 
en Ab y han demostrado jugar un rol clave en la evolución de dicha especie hacia la 
multirresistencia antibiótica como también en la plasticidad genética de Ab. El origen de las ISs  y 
tranposones presentes en  Ab Ab33405, evidencia la capacidad de Ab de adquirir diferentes EGM 
de diferentes especies bacterianas, favoreciendo la variabilidad genética y en consecuencia 
confirmando la gran plasticidad genómica presente en la especie. A partir del análisis realizado 
sobre el sitio de inserción de las ISs, se observaron que dos de las seis IS identificadas en Ab 
Ab33405 no estuvieron asociadas a la resistencia antibiótica, IS26 e ISAba13. IS26 juega un papel 
crítico en la diseminación de genes de resistencia a antibióticos en bacterias Gram-negativas, ya 
que está asociado con genes que confieren resistencia a muchas clases diferentes de antibióticos 
(30,286,287). Sin embargo, la IS26 en Ab Ab33405 se encontró asociada a genes que no 
vinculados a la resistencia antibiótica, sumado a ello,  el sitio de inserción de IS26 en nuestro 
genoma no ha sido encontrado en ninguno de los genomas reportados en el GenBank. La ISAba13 
se ha descripto tanto inserta interrumpiendo el gen csuE como también en el locus encargado de la 
expresión del sistema de secreción tipo 6 (288). Por otro lado, también se la ha reportado en 
múltiples copias en el genoma Ab LAC-4, formando parte de tres islas genómicas que se vieron 
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asociadas a secuencias de origen fágico (284). La ISAba13 presente en Ab Ab33405 presento un 
nuevo sitio de inserción en el genoma, insertándose en una región intergénica flanqueda por genes 
que no se vieron asociados a la virulencia de Ab Ab33405. Como se discutió anteriormente, la 
resistencia antibiótica adquirida fue mediada por ISs, integron de clase 2 y transposones complejos 
en Ab Ab33405 tales como ISAba1 formando el transposon Tn2008, ISAba125 formando el 
transposón TnAphA6, IS1006, ISCR2, Tn7::In2-7 y Tn3. Tanto estas estructuras como los sitios de 
inserción fueron descriptos en otros genomas de Ab así como también en otras especies. Por lo 
tanto, dichas estructuras evidenciarían la variabilidad genética presente en Ab Ab33405, siendo 
claros indicadores de intercambio genético en Ab.    
Tanto a las ISs como a las secuencias relacionadas a profagos se las suele asociar a estructuras 
genéticas mayores denominadas islas genomicas (IG). Una IG se la suele definir como regiones de 
secuencias de ADN entre 6 a 200 kb en las cuales se evidencian rearreglos (inversiones y 
traslocaciones) y deleciones e inserciones de ADN de otros organismos. Las IG presentan ciertos 
rasgos característicos: i) La adopción de regiones ricas en contenidos de G+C o A+T que difieren 
con el porcentaje de G+C del genoma huésped; ii) presencia de transposones, tirosina y serina 
recombinasa rodeado por regiones repetitivas directas que permiten eventos de incorporación de 
segmento de ADN; iii) presencia en el entorno de la isla de genes de ARN de transferencia (tRNA) 
que albergue un sitio especifico de recombinación; iv) y/o poseer un mosaico de genes originarios 
de otros organismos provenientes de varios eventos independientes de inserción (33,38,40–42). 
Tales IG son esenciales para proporcionar diversidad a nivel de población pero también para 
mantener esta diversidad (289). En Ab se han predicho una gran cantidad de IG, aunque una gran 
cantidad de ellas no se la ha podido asignar una función adaptativa determinada. Las IG TnAbaR 
juegan un rol clave en la evolución hacia la multirresistencia antibiótica observa en la especie Ab. 
TnAbaR presenta elevada prevalencia entre todos los CC epidémicos y esporádicos (85,87,88). La 
isla TnAbaR se localiza interrumpiendo el gen comM codificante para una ATPasa. Según el 
trabajo publicado por Adams et al 2008, dicha isla podría ser dividida en 11 módulos o regiones (A-
K) (19). Kochar et al 2012, comparando un mayor número de islas TnAbaR (n=23), pudo 
determinar cuatro módulos extras (L-O) (83). Los módulos A y K se encontrarían conservados, 
mientras los módulos restantes pertenecerían a la región variables de dicha isla. En el genoma de 
Ab Ab33405 se evidencio la presencia de dicha IG, mientras que el genoma de Ab A118 el gen 
comM se presentó intacto. La ausencia de TnAbaR en Ab A118 explicaría en parte el fenotipo 
susceptible a diversas familias de antibióticos. El arreglo genómico correspondiente a TnAbaR 
presente en el genoma de Ab Ab33405 no se fue anteriormente reportado en ninguno de los 
genomas depositados en el Genbank, presentando mayor similitud con las estructuras de 
TnAbaR4 de Ab AB0057 y TnAbaR4-like de Ab IOMTU 433. Si bien, la isla TnAbaR de Ab 
Ab33405 presento los módulos A y K conservados, en la región variable solamente contenía tres 
genes de función desconocida y nueva IS. Dicha nueva IS se le asignó el nombre ISAba39 (familia 
de IS256), el cual se encontro estrechamente relacionada con las ISEc39 y ISAba126. La ausencia 
de los genes de resistencia en la isla TnAbaR de Ab Ab33405, estaría demostrando que la 
resistencia antibiótica adquirida no necesariamente estaría acotada a una región determinada. 
Sumado a la identificación de la isla TnAbaR, también se determinó (como ya se discutió 
anteriormente) la presencia en Ab Ab33405 y Ab A118 de las islas KL y OCL encargadas de la 
síntesis del polisacárido capsular (antígeno K) y LPS (antígeno O), respectivamente. Se evidencio 
en ambas islas, una región variable con diferencias sustanciales entre los dos genomas 
secuenciados. Dicha variación se relaciona con una gran diversidad estructural de los polisacáridos 
capsulares y el LPS en Ab, modificando posiblemente de alguna forma los niveles de virulencia y 
subsecuente adaptación de Ab al huésped. Esta diversidad en las islas KL, es una característica 
que también fueron evidenciados en otras bacterias Gram-negativas, como por ejemplo, el caso de 
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locus encargado de la síntesis del antígeno K descripto para Klebsiella pneumoniae que se 
encuentra dentro de la región 4 de la zona alta heterogeneidad (HHZ) (290,291). Rodriguez-Valera 
et al 2016 definio recientemente a las islas genómicas tipo KL y OCL como IG flexibles por 
reemplazo, debido a que presentan agrupaciones de genes que aunque estén presentes en todos 
los linajes clónales en posiciones equivalentes (sintenicas) no muestran homología de secuencia 
entre sí. Sin embargo la función biológica la que codifican es equivalente (289).   
Además de las islas TnAbaR, KL y OCL, se identificaron nuevas IGs en Ab Ab33405 y Ab A118 no 
descriptas con anterioridad en la literatura. Dichas IGs presentaron un desvió del contenido 
porcentual de GC considerable con respecto al contenido porcentual promedio del genoma 
completo de cada uno de los genomas analizados, cumpliendo uno de los criterios para la 
identificación de dichas plataformas genéticas. En ambos genomas se evidencio que las IGs 
predichas se encontraron asociadas a la presencia de secuencia relacionadas con profagos. Dicha 
asociación fue evidenciada por Ou et al 2014 en el genoma de Ab LAC-4 reportados en la literatura 
(284). Sin embargo, se determinaron cantidades distintas de IGs en ambas cepas, presentando el 
genoma de Ab Ab33405 una mayor cantidad de IGs (13 IG) con respecto a la cantidad de IGs 
predichas para Ab A118 (7 IG). La observación de cantidades variables de IGs entre Ab Ab33405 y 
Ab A118 coincidio con lo evidenciado en la literatura donde se documentan  diferencias en cuanto 
al número, 4 a 15, y tipo de IGs predichas en los genomas de Ab (19,147,234,284,292,293). Esta 
diversidad observada en la cantidad de IGs entre los dos genomas secuenciados como en la 
literatura, indicaría que existiría una dinámica activa en la THG y la generación de nuevos 
rearreglos, para la supervivencia de Ab a entornos cambiantes. En el caso de las IG en Ab 
Ab33405, en cinco de las trece (38, 5%) IGs predichas poseen estructuras genética intactas 
localizadas en otros aislamientos de Ab como también de otras especies dentro del género. 
Mientras que, las IGs cuya estructura genética se encontraron de forma parcial, presentaron 
coberturas variables de alineamiento (45-98%) con una alta identidad nucleotídica (98-100%). 
Llamativamente, la IG13 predicha es la región descripta que contiene los genes de resistencia 
dfrA1, sat2 y blaTEM-183, y los EGM Tn7::In2-7 y Tn3¸ por lo que podría considerarse una IG de 
resistencia nueva y de estructura única en Ab.   
Por otro lado, de las siete IGs predichas en Ab A118 se detectaron tan solo cuatro estructuras 
intactas en los genomas depositas en el GenBank. Las estructuras genéticas que se identificaron 
con estructura de forma parcial en los genomas presentaron una cobertura de alineamiento de 
secuencia de 45% a 85%. Dichas IGs se localizaron en genomas pertenecientes a aislamientos de 
Ab como en otras especies del género.  Asimismo la IG6 de mayor tamaño predicha en Ab A118, 
la cual fue analizada en detalle, mostró un gran número de genes asociados a la virulencia 
sugiriendo la vinculación de dicha IG a algunos de los rasgos de virulencia los cuales fueron 
adquiridos mediante THG. Sumado a los genes observados a IG6, se lograron identificar ARN de 
transferencias (ARNt) asociados a dicha IG, indicando que dicha región podría ser un posible 
“punto caliente” de plasticidad genética. La presencia de ARNt como evidencia sitio de integración 
de una determinada estructura ha sido bien caracterizado en diversos géneros bacterianos tales 
como Salmonella sp, Vibrio cholarae, E. coli, etc  (294–297). La evidencia basándonos en el 
contenido genético de la isla sugiere que dicha IG se la puede definir como una IG de virulencia 
que presenta sitios específicos de recombinacion (ARNt) para la integración de material genético 
exógeno.  
Como se mencionó, se observó una gran asociación de secuencias fágica incluidas dentro de las 
IGs predichas. Dicha asociación se vio presente en una gran numero de genomas en Ab como en 
el resto de las especies secuenciadas y analizadas a la fecha (35,232,284). Los profagos son una 
fuente importante de variabilidad genética capaz de transferir ADN foráneo de una especie a otra a 
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través de una particula viral. Además,  los fagos constituyen actores importantes que conforman las 
comunidades bacterianas en la mayoría de los ecosistemas, y están íntimamente asociados con la 
virulencia y la evolución de varios patógenos bacterianos importantes (298). El estudio realizado 
por Canchaya et al 2004 evidencío la presencia de 190 profagos sobre 115 genomas bacterianos 
analizados. Sin embargo la distribución de los profagos no resultó homogénea, debido 
posiblemente a la variabilidad genética intrínseca de los distintos genomas bacterianos (299). De 
igual manera a lo reportado por Canchaya et al 2004, se observaron cantidades distintas de 
profagos en los genomas de Ab Ab33405 y Ab A118; identificándose ocho profagos para Ab 
Ab33405 y tan solo 2 para Ab A118. Notablemente, la mitad de los profagos predichos en cada uno 
de los genomas pertenecieron a la categoría “intactos”, es decir, presentarían una estructura 
genética capaz de expresar de forma completa la partícula viral. Cabe destacar, que ninguna de 
las estructuras genéticas completas de los profagos predichos fueron encontradas en los genomas 
depositados en el GenBank. Además, se observó en ambos genomas un predominio de inserción 
un profago relacionado con la estructura genética del fago YMC/09/02/B1251 ABA BP. El fago 
YMC/09/02/B1251 ABA BP de la familia Podoviridae fue aislado de aguas residuales de un hospital 
universitario en Korea. Se demostró que dicho fago tendría la capacidad de lisar Ab productora de 
la carbapenemasa blaOXA-23 (300). De forma minoritaria, se localizó en el genoma de Ab Ab33405 
dos profagos que fueron relacionados con estructuras similares de profagos reportados en los 
genomas de otras especies bacterianas, tales como Psychrobacter sp. (Psymv2) y Burkhodelia 
thailandensis (phiE255). Una de nuestras predicciones, el “profago 2” de Ab A118, fue estudiado 
recientemente por Turner et al 2016 determinando que se expresa en presencia de mitomicina 
(222). Dicho profago 2 presentó similitud en su estructura genética con el fago YMC/09/02/B1251 
ABA BP.  Esto indicaría que la metodología por la cual se detectaron los fagos presentaría una 
buena capacidad predictiva para la identificación de las secuencias fágicas que expresarían un 
posible fago. Sumado a ello, la gran variabilidad presente en las estructura de los fagos predichos 
en Ab Ab33405 y Ab A118, nos indica que dichas estructuras insertas en el genoma de Ab estarían 
sujetas a una gran cantidad de eventos de intercambio genética generando nuevos posibles fagos 
y posiblemente dichos nuevos profagos tendrían capacidad de expresarse. 
Además, los profagos pueden inactivar genes cromosomales por inserción, resultando en perdida 
de funcionalidad biológica (47). Este proceso llamado conversión lisogenica negativa, fue 
observado en Staphylococcus aureus y resulta en la inactivación de la β-hemolisina, el cual están 
involucradas en la virulencia de S. aureus (50,51).  En el genoma de Ab Ab33405, se determinó la 
presencia una posible conversión lisogenica negativa sobre el gen iacG del locus iac. Sin embargo, 
el ADN fágico insertó en el gen iacG no presentó la estructura de un posible profago. El locus iac 
ha sido ampliamente caracterizado para la cepa Pseudomona putida 1290. El locus iac ha sido 
asociado a la generación de un pigmenta azul-indigo producto de la oxidación del indol-3-ácido 
acetico en P. putida 1290 (208). El gen iacA presente en el locus iac es el responsable de codificar 
la indol-oxigenasa capaz de catalizar la reacción de oxidación. En Ab ha sido reportado un locus 
iac homologo para la cepas Ab ATCC 17978 y Ab ATCC 19606 al que se encuentra presente en P. 
putida 1290 (210,301). A su vez, en nuestro estudio hemos demostrado que dicho locus se 
encuentra conservado en Ab, observandose con un 97-100% de identidad nucleotídica entre todas 
las secuencias de Ab presentes en el GenBank. En contraste, se encuentra reportado que Ab no 
expresa el fenotipo pigmentado en presencia de IAA (210). Sin embargo, la cepa Ab Ab33405 
expusó un fenotipo característico donde se observó una pigmentación azul-índigo cuando la misma 
fue crecida en medio SIM (medio de sulfuro indol para movilidad). Dicha pigmentación azul-indigo 
en Ab Ab33405, se podria explicar por una desregulación como consecuencia de la disrupción del 
iacG que estaria regulando el gen iacA. Para probar que el gen iacA sería el responsable de dicha 
pigmentación, se realizó la clonación del gen y se lo expresó en E.coli TOP10, observándose la 
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producción de pigmentación en la cepa E.coli. Por ende, el gen iacA sería responsable del fenotipo 
pigmentado de Ab Ab33405 al igual que reportado para P. putida 1290 (301). En contraposición, 
hemos observo que el crecimiento de Ab Ab33405 en LB no expresa la pigmentación azul-índigo. 
En la literatura ha sido reportado que el gen iacA se encuentra regulado negativamente por la 
expresión del gen iacR. Dicho efecto se evidencio en P. putida 1290 como en Ab ATCC 17978 
(209,211). En nuestro estudio no hemos a la fecha testeado la regulación mediada por iacR en 
forma experimental. 
Considerando la composicion diferencial del medio SIM se observó que el mismo presenta sulfato 
de amonio férrico. La evaluación del efecto del sulfato de amonio férrico en medio LB mostró su rol 
en la producción de dicho pigmento, al igual que lo observado en el medio SIM.  
Distintas cepas de Ab son comúnmente aisladas de pacientes hospitalizados, donde es conocida la 
capacidad de Ab de generar infección, entre otras cosas, en el tracto urinario. Cabe destacar, que 
la orina es conocida como una fuente indol-3-ácido acético (301), el cual nos permitiría especular 
acerca del rol de los genes iac en el proceso de infección de los distintos aislamientos de Ab.   
La gran cantidad de EGM como los cambios puntuales encontrados en las dos cepas por nosotros 
secuenciados, evidencia que Ab es capaz de evolucionar y adaptarse mediante diversas fuentes 
de variabilidad genética. Dicha variabilidad genética generaría adaptación y evolución rápida ante 
las situaciones hostiles a los que se enfrenta en el ambiente hospitalario. 
2) Transformación natural como mecanismos de intercambio genético en Ab. 
El gran potencial de las bacterias para el intercambio de la información genética a través de la 
THG, ha sido reconocido como un factor importante en su adaptación genética y evolución (1). A 
su vez, la plasticidad de los genomas bacterianos asegura una rápida adaptación a las condiciones 
ambientales cambiantes y capacita a las bacterias a colonizar nuevos nichos exitosamente. Por lo 
tanto, la THG y la recombinación ayudan a diseminar y fijar mutaciones beneficiosas en la 
población bacteriana. La THG también es responsable de la transmisión de elementos genéticos 
móviles y la obtención de nueva información genética (302–304). Los mecanismos de THG 
descriptos son la conjugación, transformación natural y transducción. La transformación natural y la 
conjugación usualmente median el transporte de ADN simple cadena entre dos o más membranas. 
La transformación involucra la captura de ADN proveniente del entorno, mientras que la 
conjugación permite la transferencia directa de ADN entre células (7).  
El análisis reciente del genoma de Ab como los anteriormente expuestos en nuestro estudio 
sugiere que la transformación natural podría desempeñar un papel clave en el desarrollo de la 
resistencia a los antibióticos y evolución en Ab. Sin embargo, los mecanismos por los cuales ocurre 
y los factores o señales que juegan un papel en dicho mecanismo no han sido explorados en 
detalle o conocidos. La transformación podría ayudar a Ab a adquirir ADN y aumentar su potencial 
para ser un patógeno nosocomial exitoso.  
El género Acinetobacter comparte varias características en su capacidad transformante con las 
especies bacterianas de Gram-positivos B. subtilis y Streptococcus sp..  Entre las especies de 
Acinetobacter sp. que han sido estudiadas encontramos a la especie A. baylyi, particularmente la 
cepa BD413 (también llamada A. baylyi ADP1, A. calcoaceticus BD4) (137,138). Los estudios 
realizados utilizando dicha cepa demostraron que la transformación natural no es ADN específico a 
alguna especie (110). En Ab, la transformación natural ha sido poco estudiada. Ramirez et al 2010, 
han reportado la capacidad de competencia natural de la cepa clínica Ab A118. Dicha cepa fue la 
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primer cepa de Ab en el cual se puso en evidencia la capacidad de competencia natural (143). Ab 
A118 ha sido propuesto módelo para estudios genéticos debida a su particular susceptibilidad a 
una gran variedad de antibióticos su capacidad de adquisición y expresión de diferentes plásmidos 
portando diferentes orígenes de replicación.  Además, un estudio posterior con aislamientos 
clínicos de Ab han documentado el mecanismo de competencia natural en otros aislamientos 
(144). El presente trabajo también expone la asociación de la movilidad de tipo “twiching” con la 
capacidad de adquisición de ADN exógeno (144). 
Considerando la premisa de que la Ab es una especie competente natural, por ende capaz de 
llevar a cabo transformación natural, decidimos identificar los genes relacionados con la 
transformación natural en Ab. En primer lugar, llevamos a cabo la identificación de genes 
homólogos relacionados con el proceso de transformación natural que han sido descriptos en otras 
especies y géneros bacterianos en la cepa Ab A118. Hemos identificado la presencia de 17 genes 
de competencia natural en dicha cepa los cuales estarían involucrados en el proceso de 
transformación natural. La identificación de los genes homólogos de competencia natural presentes 
en Ab A118 nos explica la naturaleza del fenotipo transformante reportado por Ramirez et al (143). 
Cabe destacar que Touchon et al 2014 reporta la presencia de 13 genes de competencia natural 
mientras que en nuestro estudio identificamos 4 genes más vinculados con la transformación 
natural (240). En virtud de lo expuesto se decidió determinar si dichos genes son intrínsecos de 
especie y evidenciar que la transformación natural estaría involucrada en la adquisición de nuevos 
rasgos que le permitirían a Ab adaptarse a las condiciones cambiantes del ambiente. En los 42 
genomas de Ab que han sido analizados, hemos identificado la presencia de los 17 genes 
homólogos predichos vinculados a la transformación natural el cual presentan una alta 
conservación. De igual manera en el estudio realizado por Touchon et al 2014, ellos identificaron 
los genes vinculados a transformación natural por ellos predichos en los 33 genomas de Ab que 
analizaron en su estudio (240). La conservación de dichas secuencias codificantes demuestra que 
Ab es una especie con potencial para ser transformante natural y que posiblemente utilizaría este 
mecanismo como fuente de variabilidad genética y evolución bacteriana.   
En virtud de lo expuesto, decidimos evaluar la capacidad de diferentes aislamientos clínicos de Ab 
(n = 10) de llevar a cabo el proceso de transformación natural. Dichas cepas presentaron una gran 
diversidad de rasgos, para la cual, entre las características relevante identificadas fue la presencia 
de diversos EGM como también de genes de resistencia antibiótica. Por ende, las cepas 
seleccionadas serian claros representantes de los aislamientos típicos que se podrían encontrar en 
el entorno clínico.  
Considerando las características de multiresistencia de los aislamientos clínicos de Ab y la 
consecuentemente dificultad de realizar los ensayos de transformación natural convencionales 
reportados en la literatura, se evaluó la capacidad transformante natural mediante de recuento de 
células transformante utilizando citometría de flujo y microscopia confocal. Dicha metodología no 
convencional reportada por primera vez por Sørensen et al 2003, demostró que la citometría de 
flujo presenta una gran sensibilidad para detección de eventos de THG (305). A partir de los 
ensayos de transformación natural con ADN doble y simple cadena mediante citometría de flujo 
demostramos que los 10 aislamientos clínicos de Ab evaluados presentaron la capacidad de 
adquirir el ADN transformante. Sin embargo, como era de esperar el porcentaje células que 
presentaron dicha capacidad resulto variable para cada una de las cepas. La significantes 
variaciones en la capacidad transformante entre aislamientos es una característica también 
observada en otras especies bacterianas, incluyendo Actinobacillus actinomycetemcomitans (306), 
Campylobacter jejuni (307), Haemophilus influenzae (308), Pseudomonas stutzeri (309) y 
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Streptococcus pneumoniae (310). La variación que observamos es podría ser una característica 
general de las especies bacterianas naturalmente transformables.  
También, se observó que el efecto de la selección antibiótica sobre los aislamientos no tendría 
ningún efecto sobre la capacidad transformante. Dicho resultado evidencia que el proceso de 
transformación ocurre de forma independiente de la presencia de los antibióticos en entorno en el 
que se encuentra. Además, el grado de similitud y diferencia en la capacidad como transformante 
natural de nuestros aislamientos no pudieron ser explicados por el grado de relación filogenética 
mediante MLST o el grado de similitud en algunas de sus características moleculares que fueron 
estudiadas. Por lo que el fenotipo competente natural en Ab podría ser regulado por factores 
adquiridos del lugar de procedencia del aislamiento. Más aun, dicha variabilidad coincide con el 
hecho de que varios rasgos y/o procesos reportados en la literatura son cepa dependientes (274). 
Considerando el hecho de que el mecanismo de transformación natural fue detectado en otras 
especies del genero Acinetobacter (137,138,145), se podría especular que el mecanismo de 
transformación natural en Ab tiene un origen anterior a la radiación evolutiva del taxón 
Acinetobacter.   
Al comparar la cantidad de células transformadas con ADN simple cadena y doble cadena 
(pDsRedAk), evidenciamos una cantidad significativamente mayor de células que captaron 
pDsRedAk con respecto al ADN simple cadena marcado con Alexa Fluor-488. De manera similar, 
Palmen et al 1993 reportó para A. baylyi ADP1 una menor frecuencia de transformación con ADN 
simple cadena compara con ADN doble cadena. De igual forma que lo observado por nosotros y 
Palmen et al 1993, en la bacteria Gram-positiva S. pneumoniae se observó una frecuencia de 
transformación 200 veces menor con ADN simple cadena comparado con la frecuencia de 
transformación con ADN doble cadena (311). Dicho resultado podría ser debido a que la proteína 
ComEA en bacterias Gram-negativas como su homóloga en bacterias Gram-positivas de la 
maquinaria de competencia natural, reconocería con mayor afinidad el ADN doble cadena que el 
ADN simple cadena. Consecuentemente con la hipótesis planteada, Provvedi et al 1999 demostró 
que la proteína ComEA de Bacillus subtilis presenta una mayor afinidad de unión por el ADN doble 
cadena que por el simple (312). Este hecho, explicaría los resultados obtenidos para nuestros 
aislamientos de Ab como lo reportado para A. baylyi y S. pneumoniae.   
Los rasgos asociados a los mecanismos de THG como fuente hacia la evolución y adaptación en 
Ab fueron evidenciados mediante la identificación de ADN foráneo en los aislamientos por nosotros 
secuenciados. Basados en los resultados anteriormente expuestos, creemos que la transformación 
natural es un mecanismo de adquisición de ADN foráneo que jugaría un rol clave en la evolución 
hacia la multirresistencia antibiótica en Ab. Por ello cabe destacar que en el estudio realizado por 
Perron et al 2012, se identificó la aparición de cepas resistentes a múltiples fármacos (MDR) 
basadas en la recombinación después de la captación de ADN como parte del proceso natural de 
transformación de A. baylyi (313). A su vez, los autores demostraron que en presencia de 
recombinación, los genes de resistencia se intercambiaban fácilmente y las cepas multiresistentes 
aparecerían en una pocas generaciones (313). Sumado a lo reportado por Perron et al., en el 
estudio realizado por Domingues et al 2012 se demostró que la transformación natural facilitaría la 
transferencia interespecie en A. baylyi de EGM, tales como ISs, transposones e integrones (314). 
Sin embargo, los mecanismos de adquisición del ADN foráneo en Ab no son muy claros.  
Considerando todo lo antes expuesto, fue por ello que decidimos analizar la capacidad de 
adquisición de ADN foráneo mediante ensayos transformación natural utilizando la cepa modelo Ab 
A118. En primera instancia, utilizamos como material genético transformante ADN genómico 
proveniente de cepas clínicas multiresistentes de Ab. A partir de los ensayos realizados se 
evidenciaron los cambios genéticos y fenotípicos en Ab A118 luego de ser expuesta al ADN 
transformante. Por ende, al igual que reportado por Perron et al 2012 para A. baylyi, Ab tendría la 
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capacidad de captar el ADN en el medio extracelular y expresarlo, y de esa forma evolucionar 
rápidamente (313). Además, se evaluó la capacidad de transformación natural con ADN de otras 
especies bacteriana, y de esta forma, explicar el hecho de la presencia de ADN que tiene origen en 
otras especies bacterianas en los genomas de Ab reportados en múltiples trabajos en la literatura 
(86,240,315,316). Para ello, utilizamos cinco especies bacterianas de importancia clínica que 
contenían marcadores genéticos presentes en los genomas de Ab reportados en la literatura como 
también marcadores no antes reportados. Notablemente se observó la aparición de transformantes 
tanto para el ADN provenientes de aislamientos Gram-positivos (S. aureus) como Gram-negativos 
(Proteus sp y Klebsiella pneumoniae). El cambio fenotípico y genético observado para la 
transformación con ADN proveniente K. pneumoniae portadora del gen blaKPC como con Proteus 
spp. portadora del gen blaNDM-1 podrían explicar la dispersiones de estos determinantes de 
resistencia que han sido reportados en múltiples trabajos en la literatura para la población de Ab 
(316–319).  Sin embargo, la presencia de material genético proveniente de S. aureus no ha sido 
reportada en los genomas analizados en la literatura. Dichos resultados explican la capacidad de 
evolucionar de forma rápida de Ab, utilizando como fuente de variabilidad y evolución el 
mecanismo de transformación natural. A su vez, dichos resultados nos sugieren la especie Ab no 
presentaría sistema de captación de ADN transformante secuencia específico como ha sido 
reportado para las especies bacterianas de Neisseria gonorrhoeae y Haemophilus influenzae 
(107,123).  
 
Es sabido que la población bacteriana es continuamente desafiada a condiciones ambientales 
variables. El cambio constante de las condiciones ambientales produce un estrés fisiológico que 
puede ser un factor determinante en el estado de competencia de la población bacteriana. Tales 
factores pueden ser limitación nutricional, variación del pH y temperatura, presencia de radicales 
libres de oxígeno, radiación UV, presencia de antibióticos, etc (7,109,127). Aquí hemos identificado 
condiciones ambientales y factores que podrían desencadenar e incrementar la transformación 
natural en dicho patógeno. Para ello, y continuando con nuestro modelo de estudio, empleamos la 
cepa de Ab A118 para evaluar las diferentes variables. 
Un factor crucial que permite que se produzca la transformación en el medio ambiente es la 
velocidad a la que el ADN en el medio es internalizado por células receptoras competentes. La 
velocidad por la cual las bacterias adquieren ADN exógeno resulta variable entre las especie 
reportadas como transformantes naturales (130,320,321). Por consiguiente, buscamos establecer 
la velocidad de transformación natural en la que Ab A118 es capaz de captar y expresar el ADN 
transformante presente. A partir de los resultados obtenidos, se pudo concluir que Ab A118 sería 
capaz de captar ADN y expresarlo de forma rápida (30 segundos), y consecuentemente, adaptarse 
de forma rápida a ambientes hostiles. 
Una variedad de transformantes naturales fueron caracterizados fisiológicamente con énfasis sobre 
la respuesta del desarrollo de la competencia en diversas condiciones de pH y la temperatura.  La 
temperatura óptima en donde se observan frecuencias máximas de transformación natural fueron 
variables estudiadas en las diversas especies transformantes y se observaron resultados variados. 
Por ejemplo, en P. stutzeri se reportó una frecuencia máxima de transformación natural a los 30°C, 
mientras que en especies de Vibrio spp. se observaron dos picos máximos de frecuencia de 
transformación natural a los 33°C y 37°C (7,118). Por otro lado, se determinó que la 
concentraciones de sal es importante para algunos transformantes naturales, tal es el caso, en el 
Haloarchea el estado de competencia se expresa bajo condiciones reducidas de Cloruro de Sodio 
(ClNa) (322). En nuestro estudio hemos observado que la temperatura y la osmolaridad no 
ejercieron ningún efecto en el nivel de transformación natural en Ab A118. Por otro lado, se ha 
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reportado en la gran mayoría de los modelos estudiados, que las condiciones de mayor 
competencia se observan a pH cercanos a 7, o cuando son capaces de modificar el pH del entorno 
a valores cercanos a 7 para el desarrollo del estado de competencia natural (111,130). En 
contraste, observamos que diferentes condiciones alcalinas o ácidas impactaron en los niveles de 
transformación natural. Se obtuvo un nivel de transformación más alto a un pH de 7,5, pH que 
corresponde al pH encontrado en sangre humana (pH 7,35 - 7,45). Es de conocimiento que una de 
las infecciones más graves causadas por este patógeno es la septicemia (60,323), por lo que este 
resultado demuestra que el pH de la sangre podría ser una señal que podría tener un impacto en la 
transformación durante el curso de la infección por Ab. 
Además, se decidió evaluar el efecto de la luz azul sobre la transformación natural. La razón para 
evaluar dicho efecto radicó en que previamente se observó que la luz azul, en algunos casos 
mediado por el fotoreceptor BlsA, puede modular diversos procesos celulares como ser motilidad, 
formación de biopelícula, etc  (228,229). En lo que respecta a la transformación natural, no se 
observaron diferencias significativas en la frecuencia de transformación al exponer las células 
bacterianas a luz azul comparadas a las que se incubaron en oscuridad. 
Cuando se considera que una célula competente en el ambiente tomaría el ADN procedente de 
varios otros organismos presentes en el mismo hábitat, es importante determinar la concentración 
como el tipo de ADN transformante que se internalizara e integrara en el genoma de la célula 
bacteriana receptora. Para ello, evaluamos la frecuencia de transformación natural en diferentes 
concentraciones de ADN genómico como plasmídico. Se observó que las frecuencias 
transformación natural no eran dependientes de la concentración como del tipo ADN presente en 
medio extracelular. Dicho resultados también nos indica que pequeñas concentraciones en el 
medio extracelular es suficiente para evidenciar un cambio fenotípico y por ende un rápida 
evolución. Considerando el hecho, que usualmente el biodisponibilidad del ADN en el entorno en el 
que se encuentra Ab posiblemente se encuentre en concentraciones bajas o este compitiendo por 
la adquisición del ADN transformante con otra especie bacteriana, dicha capacidad de captar ADN 
le confiere una ventaja adaptativa para sobrevivir a ambientes hostiles. 
Como hemos mencionado con anterioridad, la capacidad de experimentar competencia natural ha 
sido estudiada en muchas especies bacterianas. Sin embargo, la forma en que se desencadena la 
competencia natural, es decir su incremento, disminución o bloqueo es menos comprendida, 
particularmente en las bacterias Gram-negativas. En Moraxella catarrhalis, la limitación del hierro 
afecta la competencia natural (324) y en V. cholerae la quitina induce la competencia natural 
(109,136). En otros casos, la detención de la replicación generada por el estrés puede inducir 
competencia cuando los genes de competencia se encuentran cerca del origen de la replicación 
(325). En Acinetobacter spp., utilizando la cepa ADP1 de A. baylyi, se observó que un aumento de 
los nutrientes tiene un papel en la inducción de la competencia (110,139). Sin embargo, el efecto 
de los compuestos individuales no estaba claramente definido en la literatura. Nuestros resultados 
obtenidos comparando diferentes medios revelaron que dos componentes distintivos, Ca
+2
 y BSA 
produjeron un aumento en el nivel de transformación observado en la cepa Ab A118, así como en 
las otras dos cepas de Ab ensayadas. Cada componente inducía la transformación 
independientemente y presentaba efectos aditivos cuando estaban incluidos en medio LB. Es 
importante destacar que la adición de BSA no causó inducción de transformación simplemente 
aumentando la concentración de nutrientes o la disponibilidad de proteína ya que la adición de 
caseína en la misma concentración no aumentó la velocidad de transformación. Curiosamente, 
dicha especificidad no es proporcionada por la estructura terciaria de la proteína, sino más bien por 
un motivo que se expone cuando la proteína se desnaturaliza. Actualmente estamos investigando 
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si otras proteínas humanas dentro de la sangre o la matriz extracelular poseen el mismo efecto o 
es un efecto específico de la albumina.   
Otro elemento importante que apoya la noción de que BSA induce la transformación natural es el 
aumento los niveles de transcripción de los genes comEA y pilQ, dos genes de competencia. 
Asimismo estos dos genes también se expresan ante la adición de Ca
+2
. Tomando en conjunto 
estos resultados y la disminución observada en la frecuencia de transformación con el tratamiento 
con EDTA, podemos concluir que la moelcula de Ca
+2
  está implicada activamente en la inducción 
de la competencia. El presente resultado muestra que dicha moleula no esta simplemente 
colaborando mediante la repulsión electrostática entre las cargas negativas presentes en el ADN 
fosfato y en la superficie celular. De acuerdo con nuestros resultados, Palmen et al., también 






, son necesarios durante el proceso de 
transformación en A. baylyi  BD413 (110). 
La albúmina sérica es la principal proteína del plasma sanguíneo de mamíferos y está implicada en 
la regulación de la presión osmótica coloidal de la sangre, y sirve como transporte para moléculas 
que contienen baja solubilidad en agua. El calcio es uno de los elementos que lleva (326). En 
particular, la proteína BSA (también conocida como "Fracción V"), la cual es una proteína de 
albúmina sérica derivada de vacas, mostró en su estructura cristalina tres iones de calcio unidos a 
ella (327). Como se expusó en nuestros resultados, la asociación de calcio con BSA podría jugar 
un papel en el efecto observado en la transformación natural, ya que se observaron efectos 
adicionales cuando ambos elementos están presentes en el medio. Estos resultados tuvieron una 
importancia relevante, ya que se sabe que las albúminas séricas interactúan con Ca
+2
 (Ka = 1,5 x 
103 M
-1
 para la albúmina humana) y que casi el 45% del Ca
+2
 que fluye 2,4 mM en el suero está 
unido a la albúmina (327). 
Ab A118 mostró un aumento en la frecuencia de transformación con BSA. Se obtuvieron resultados 
similares obtenidos con otras dos cepas clínicas de Ab ensayadas en las mismas condiciones. Por 
lo tanto, es muy probable que la inducción de la BSA de la transformación natural pudiera estar 
presente en toda la especie o incluso a lo largo del género aumentando en gran medida la 
importancia de nuestro hallazgo. 
Jacobs et al. 2012 informó un aumento en la expresión de varios genes cuando Ab ATCC 17978 se 
cultivó en suero humano utilizando microarrays (328). Entre algunos de los genes que mostraron 
una regulación positiva fueron los genes de captación de ADN (328). Nuestros experimentos están 
en línea con estos resultados ya que también se observó un aumento de la transformación natural 
cuando se utiliza suero humano, así como HSA en los experimentos de transformación. La 
comparación de BSA y HSA proteína mostró una alta similitud entre BSA y HSA estructuras 
(RMSD: 1.372, Q-score: 0.811). Tomados en conjunto, los resultados que proporcionamos son 
evidencia de que las albúminas séricas podrían servir como un inductor de la competencia. 
Teniendo en cuenta los resultados expuestos y los reportes en la literatura de los efectos del BSA 
sobre especies competentes, podemos especular que podríamos estar en presencia de un 
mecanismo similar al presente en S. pneumoniae mediante la liberación de un péptido estimulante 
de la competencia (CSP). Ademas de la similaridad observada del BSA sobre la competencia en 
ambas especies, King et al 2013 identificó la presencia de una proteína denominado PKF que es 
homologa a la proteína HtrA de S. pneumoniae capaz de regular negativamente la competencia 
mediada por CSP (134,329). La presencia de dicha proteína homologa en Ab sumaria 
antecedentes para fortalecer la idea de la presencia de un sistema de regulación de la 
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competencia natural en Ab similar al estudiado en S. pneumoniae. Nos encontramos trabjando en 
dicha premisa actualmente con el objetivo de revelar el mecanismo involuvrado. 
Nuestro trabajo revela la descripción de los primeros inductores específicos, albuminas y Ca
+2
, de 
competencia natural y como también la descripción de algunos aspectos de este proceso en Ab. 
Observamos que la transformación natural es un proceso rápido y continuo que se ve afectado por 
el pH del medio ambiente. Los genes de competencia comEA y pilQ mostraron un alto nivel de 
expresión en un medio que contenía tanto Ca
+2
  como BSA, condiciones en las que se obtuvo un 
mayor nivel de transformación natural. 
En general, nuestros resultados sugieren que la principal proteína de la sangre induciría y/o 
incrementaría un mecanismo primario de THG en Ab y, por tanto, contribuiría a la aparición de la 
multirresistencia antibiótica en este patógeno humano amenazante. Notablemente, la cepa de Ab 
A118, así como las otras dos cepas ensayadas aquí (Ab ATCC 17978 y Ab A42), adquirieron 
fácilmente determinantes de resistencia de bacterias relacionadas que mostraban el alto flujo de 
multirresistencia antibiótica a través de diferentes aislamientos de esta especie. 
Por lo tanto, las albúminas y Ca
+2
 pueden contribuir directamente a la adquisición y dispersión de 
los determinantes de la resistencia antimicrobiana entre las cepas clínicas de Ab. 
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CONCLUSIONES 
 La secuenciación de los genomas de las cepas de Acinetobacter baumannii (Ab) Ab33405 
y A118 nos permitió evidenciar elementos genético asociados a la transferencia horizontal 
genética (THG) como también la presencia de determinantes de resistencia antibiótica y 
virulencia intrínsecas y adquiridas. 
 Las cepas de Ab Ab33405 y Ab A118 presentaron diferencias significativas en la cantidad 
de secuencias codificantes presentes en cada cepa al comparar cada genoma 
secuenciado con 17 genomas presentes en la base de datos GenBank. 
 La cepa Ab Ab33405 se identificó como ST79/ST227 del complejo clonal (CC) 79/113, el 
cual, corresponde a un CC detectado en varios países de America, Asia y Europa. 
 La cepa Ab A118 resultó ser un clon esporádico y únicamente detectado en nuestra región, 
presentándose relacionado filogenéticamente con la cepa Ab ATCC 17978. 
 Los Polimorfismos de simple nucleótido (SNPs) se presentaron en menor cantidad cuando 
se compararon clones relacionadas filogenéticamente.  
 Los SNPs de los genomas del CC 79/113 se presentaron mayormente distribuidos en 6 
regiones de alta densidad de SNPs del genoma bacteriano 
 En las 6 regiones de alta densidad de SNPs del CC 79/113 se encontraron localizados 
genes relacionados con la resistencia antibiótica y virulencia, exponiendo la variabilidad 
presente de dicha región y sus rol como región con potencial adaptativo. 
 La cepa Ab A118 presento una menor cantidad de SNPs cuando fue comparado con la 
cepa de Ab ATCC 17978, corroborando la relación filogenética determinada por MLST. 
 Los SNPs identificados en el genoma de Ab A118 se han presentado distribuidos de 
manera homogénea a lo largo del genoma. 
 Las cepas de Ab Ab33405 y Ab A118 presentaron una marcada diferencia en la cantidad 
de determinantes de resistencia antibiótica, lo que explicaría extrema resistencia antibiótica 
en Ab Ab33405 y la llamativa susceptibilidad antibiótica en Ab A118.  
 Los determinantes de resistencia antibióticos adquiridos en Ab Ab33405 se detectaron 
asociados a transposones y secuencias de inserción (IS). 
 Se evidencio de un promedio de 85 genes vinculados a la virulencia en Ab Ab33405 y Ab 
A118.  
 El 40% de los factores de virulencia predichos se presentaron únicamente en alguna de las 
dos cepas secuenciadas, pudiendo haber sido adquiridos mediante algunos mecanismos 
de THG. 
 El 54,6% y 70% de los factores de virulencia predichos en Ab Ab33405 y Ab A118, 
respectivamente, fueron demostrados experimentalmente en la bibliografía su aporte a la 
virulencia en Ab.  
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 El operón csu, el gen bap y los genes bfmSR responsables de la formación de biopelícula 
fueron identificados en los genomas de Ab Ab33405 y Ab A118, presentandose su 
estructura genética completa. 
 La bomba de eflujo AdeIJK responsable de la regulación de la formación de biopelícula 
como también de la resistencia antibiótica intrínseca en Ab, se vio presente en ambos 
genomas. 
 La bomba de eflujo AdeABC y el sistema de dos componentes AdeRS responsable de la 
regulación de la formación de biopelícula como también de la resistencia antibiótica 
intrínseca en Ab, se encontró ausente para la cepa de Ab Ab33405.  
 Las cepas de Ab Ab33405 como Ab A118 presentan los genes vinculados con la síntesis, 
utilización y transporte del sideróforo acinetobactin. 
 La cepa Ab Ab33405 contiene el locus bfn el cual contiene genes codificantes para la 
síntesis y utilización del sideróforo baumannoferrin, mientras que Ab A118 se encuentra 
ausente. 
 La distribución de los elementos genéticos asociados a la THG no presentaron un patrón 
particular en los genomas de Ab por nosotros secuenciados. 
 El genoma de Ab A118 no presento IS, mientras que el genoma de Ab Ab33405 presento 
una gran variedad de transposones y IS. 
 Las ISAba13 y IS26 se localizaron un nuevo sitio de inserción no reportado en ninguno de 
los genomas depositados en el GenBank. 
 El genoma de Ab Ab33405 presento el transposon complejo Tn3, siendo el primer reporte 
de dicho elemento genético en Ab. 
 El genoma de Ab Ab33405 presento una mayor cantidad de IGs en comparación a lo 
observado para el genoma de Ab A118.  
 Las IGs predichas se vieron asociadas a secuencias relacionadas a profagos. 
 En la gran parte de las IGs predichas no evidenciamos alguna función biológica adaptativa 
en el contenido genético de sus estructuras. 
 La IG 13 de Ab Ab33405 es una nueva IG de resistencia antibiótica, mientras la IG 6 de Ab 
A118 es una nueva IG de virulencia. 
 La isla genómica TnAbaR en Ab Ab33405, represento un nuevo rearreglo genético con 
mayor similitud con la estructura genética de la isla TnAbaR4. 
 La cepa Ab A118 presento en el gen comM intacto, evidenciando la ausencia de la isla 
TnAbaR y explicando el fenotipo susceptible a varias clases de antibióticos. 
 Los locus K y OC responsables de la síntesis del polisacárido capsular y el lipopolisacarido 
presentaron drásticas diferencias en el contenido genético, lo que puede estar relaciona 
con una diversidad estructural en los polisacáridos sintetizados. 
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 El genoma de Ab Ab33405 presento una mayor cantidad de profagos comparado con el 
genoma de Ab A118. 
 La mayoría de los profagos predichos se encontraron relacionados con el fago 
YMC/09/02/B1251 ABA BP. 
 Existe una gran variabilidad en las estructuras genéticas en las IGs y profagos predichos, 
avalando el hecho de que dichas regiones podrían estar implicadas en la evolución y 
diversificación de Ab. 
 El gen iacA forma parte del locus iac, el cual sería el responsable de la pigmentación azul-
indigo de Ab Ab33405. 
 El gen iacG del locus iac presenta una conversión lisogénica negativa, que podría explicar 
la desregulación de la expresión del pigmento azul-índigo de Ab Ab33405.  
 La presencia de hierro en el medio regularía la expresión del gen iacA y subsecuentemente 
la presencia pigmento azul-índigo. 
 La capacidad del gen iacA de oxidar el indol-3-ácido acético (IAA) y la gran abundancia de 
este compuesto en el tracto urinaria humano, nos estaría indicando iacA podría tener un 
importante rol como un factor de virulencia.  
 Se evidencio la presencia de 17 genes asociados al proceso de transformación natural que 
se encuentran altamente conservados en Ab, sugiriendo que dicho mecanismo juega un rol 
clave en la evolución de la especie. 
 Las diferentes cepas de Ab presentaron una gran variabilidad en la frecuencia de 
transformación, siendo rasgo común en las especies bacterianas transformantes. 
 Ab presenta una mayor afinidad de adquisición de ADN doble cadena que ADN simple 
cadena. 
 La cepa Ab A118 es capaz de adquirir ADN exógeno cromosómico proveniente de 
aislamientos clínicos Ab como de otras especies bacterianas portadores de múltiples 
determinantes de resistencia antibiótica, con la subsecuentemente expresión de dicha 
resistencia en la cepa transformante. 
 La cepa Ab A118 fue capaz de adquirir ADN exógeno en un lapso de 30 segundos, por 
ende, Ab A118 sería capaz de adaptarse de forma rápida a las condiciones cambiantes del 
ambiente. 
 Las diferentes temperaturas durante la competencia como las diferencias en la 
osmolaridad del medio no estarían modificando la capacidad de competencia de Ab A118. 
 La exposición a luz azul no tuvo efecto sobre la frecuencia de transformación observada en 
Ab A118, por consiguiente, el regulador global blsA no estaría regulando dicho proceso.  
 Se evidencio que la transformación natural resulta óptima a pH 7. 
 La concentración como el tipo de ADN transformante (plasmídico o cromosómico) no 
modifican las frecuencias de transformación de Ab A118. 
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 La presencia de albumina sérica bovina (BSA) como calcio en el medio extracelular 
inducen un significativo aumento en las frecuencias de transformación como en el nivel de 
expresión de los genes de competencia comEA y pilQ para Ab A118.  
 La presencia de albumina sérica humana en el medio extracelular evidencio frecuencias de 
transformación similares a las obtenidas con BSA. 
 La inducción de transformación natural mediante la presencia de albuminas se presenta de 
forma específica, evidenciándose por una ausencia de inducción mediante la utilización de 
otras proteínas.  
 El efecto inductor de la transformación natural favorecida por la presencia de albuminas y 
calcio, es un mecanismo bacteriano intrínseco de Ab. 
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CONCLUSION GENERAL 
El presente trabajo nos permitió evidenciar que la adquisición de nuevos rasgos mediante 
transferencia horizontal genética como también la presencia de cambios puntuales facilitan en Ab 
su adaptación y persistencia en ambientes que presentan condiciones cambiantes. 
Particularmente, se evidencio una gran variabilidad en el contenido de determinantes de 
resistencia antibiótica como de virulencia que posibilita la mayor eficiencia de sobrevivir en el 
huésped humano haciéndolo un patógeno nosocomial mortal. Cabe destacar la descripción de un 
nuevo posible factor de virulencia (iacA) que expresa un fenotipo pigmentado azul-índigo, que 
podría tener un rol clave en la patogénesis en infecciones urinarias. Por otro lado, el análisis de 
homología de genes vinculados a la transformación, así como la detección de la capacidad 
transformante de diferentes aislamientos de Ab nos sugiere que la transformación natural juega un 
importante rol en la adquisición de nuevos determinantes que le facilitarían la adaptación y la 
evolución hacia la multirresistencia antibiótica y persistencia en ambientes hostíles. A su vez dicho 
proceso, se encontraría regulado por variables físicas y químicas, como puede ser la presencia de 
albumina sérica, calcio y un pH 7, elementos y condiciones presentes en la relación huesped-Ab. 
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RESUMEN  
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Introducción: Acinetobacter baumannii (Ab) es un patógeno principalmente intra-hospitalario. La 
capacidad de colonizar diversos hábitats y la versatilidad en su metabolismo ha ocasionado el 
incremento del número de infecciones nosocomiales. Ab no solo presenta la facultad de resistir a 
todas las clases de antibióticos, sino también la de adquirir fácilmente determinantes de resistencia 
continuamente, lo que dificulta el tratamiento adecuado y contribuye a aumentar su potencial 
epidémico. La hipótesis de trabajo que hemos planteado radica en que los clones de Ab circulantes 
en nuestra región provienen de un linaje diferente a los clones denominados “internacionales”, los 
cuales se hayan ampliamente diseminados en el resto del mundo y que estos poseen rasgos y 
características peculiares. Asimismo, creemos que Ab posee una plasticidad genética particular, 
siendo esta cepa dependiente, lo cual estaría relacionado con la capacidad de adquisición de 
material exógeno que le permitiría evolucionar hacia la multirresistencia por mecanismos 
inherentes a la especie. 
Objetivos: 1) Realizar la secuenciación del genoma completo de al menos una cepa de Ab 
relevante en nuestro medio. 2) Llevar a cabo estudios de genómica comparativa de la/s cepa/s por 
nosotros secuenciadas con el fin de evidenciar características relevantes de dichas cepas y 
regiones o huellas de intercambio génico. 3) Investigar el rol de la transformación natural y su 
contribución en la adquisición de mecanismo de resistencia antibiótica en diferentes cepas de Ab. 
Materiales y Métodos: Para la secuenciación genómica, se seleccionaron dos cepas Ab (Ab33405 
y A118), las cuales presentaron características particulares. La secuenciación genómica se realizó 
mediante Illumina MiSeq  y se efectuó el ensamblado mediante el software SPAdes assembler. La 
anotación del genoma se realizó mediante RAST y la curación manual mediante el software BLAST 
con la Base de datos GenBank. Para el análisis genómico se utilizaron diferentes herramientas 
bioinformáticas: BLAST, Ortho-MCL, ARG-ANNOT, ISFinder, PlasmidFinder, PHAST, 
JmodelTest2, PhyML, etc. El MLST fue realizado según los dos esquemas disponibles. Para la 
investigación del rol de la transformación natural se utilizaron 10 cepas clínicas, Ab A118 y la cepa 
de referencia Ab ATCC 17978 y se siguió la metodología reportada por Ramirez et al 2010.  
Resultados: Los resultados obtenidos de la secuenciación genómica total de Ab Ab33405 y Ab 
A118 mostraron un tamaño de 3.923.578  pb y 3.853.242 pb, respectivamente. Se identificaron 
3741 y 3633 marcos abiertos de lectura en Ab Ab33405 y Ab A118, respectivamente. Se determinó 
la presencia de dos genes relacionados con resistencia antibiótica compartidos entre los dos 
genomas y 10 genes exclusivos en Ab Ab33405. Además, observamos la presencia 35 genes 
relacionados con virulencia compartidos y 52 genes exclusivos en Ab Ab33405 y 53 genes 
exclusivos en Ab A118. Los genes de resistencia identificados como exclusivos de Ab Ab33405 se 
identificaron asociados a IS y transposones. También se identificó la presencia del gen comM 
interrumpido por la isla genómica (IG) TnAbaR en Ab Ab33405, mientras para la cepa Ab A118 
dicho gen se encontró intacto.  Además en ambos genomas se identificó la presencia de las islas 
de virulencia Locus K y Locus OC. Sumadas a las islas de resistencia y virulencia identificadas, se 
detectaron 13 y 7 IGs con función biológica desconocida para Ab Ab33405 y Ab A118. Además se 
predijeron la presencia de 8 y 2 profagos en Ab Ab33405 y Ab A118 respectivamente. La cepa Ab 
Ab33405 presentó un fenotipo con un pigmento azul-índigo, se identificó que el gen iacA es el 
responsable de dicha pigmentación por una conversión lisogénica negativa en uno de los genes en 
el operón que se encuentra integrado. Además, se evidenció la capacidad de Ab como 
transformante natural, presentando 17 genes homólogos de transformación natural. Más aún, se 
demostró que Ab presentaba una gran variabilidad en cuanto a la capacidad de competencia 
natural en las distintas cepas analizadas. Sumado a ello, se detectó para la cepa modelo Ab A118 
la capacidad de adquisición de diferentes rasgos fenotípicos, como ser resistencia antibiótica, de 
otras especies bacterianas. Se evaluaron además, distintos factores físico y químicos que influyen 
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sobre la frecuencia de transformación natural en Ab. Se demostró que Ab tiene la capacidad de 
adquirir de forma rápida ADN exógeno en un entorno con un pH 7, similar al presente en el 
huésped humano. A su vez, demostramos la capacidad de Ab de utilizar albumina y el calcio como 
moléculas inductoras de la competencia natural. 
Conclusión: El presente trabajo nos permitió evidenciar que la adquisición de nuevos rasgos 
mediante transferencia horizontal genética como por cambios puntuales permite a Ab adaptarse y 
evolucionar en ambientes que presentan condiciones cambiantes. Particularmente, se evidencio 
una gran variabilidad en el contenido de determinantes de resistencia antibiótica como de 
virulencia que posibilita la mayor eficiencia de sobrevivir en el huésped humano haciéndolo un 
patógeno nosocomial mortal. Cabe destacar la descripción de un nuevo posible factor de virulencia 
(iacA) que expresa un fenotipo pigmentado azul-índigo, que podría tener un rol clave en la 
patogénesis en infecciones urinarias. Por otro lado, el análisis de homología de genes vinculados a 
la transformación, así como la detección de la capacidad transformante de diferentes aislamientos 
de Ab nos sugiere que la transformación natural juega un importante rol en la adquisición de 
nuevas características que le facilitarían la adaptación y la evolución hacia la multirresistencia 
antibiótica. A su vez dicho proceso, se encontraría regulado por variables físicas y químicas, como 
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